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ARNm: ARN mensajero 
BER: mecanismo de reparación por escisión de bases (Base Excision Repair) 
BLAST: programa de alineamiento de secuencias de tipo local (Basic Local Alignment 
Search Tool) 
CDD: base de datos de dominios conservados del NCBI (Conserved Domain Database) 
CpG: -C-phosphate-G-, un nucleótido citosina seguido de una guanina en una secuencia 
de bases, 5’-CG-3’ 
CTAB: bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
DEPC: dietilpirocarbonato 
DME: proteína DEMETER 
DML: DEMETER-LIKE, proteínas semejantes a DEMETER 
dNTP: desoxinucleótidos trifosfato 
DO600: densidad óptica a una longitud de onda de 600 nanómetros 
DTT: ditiotreitol 
dUMP: monofosfato de desoxiuridina 
EDTA: ácido etilendiaminotetracético 






MBD: dominio de unión a secuencias CpG metiladas (methyl-CpG-binding domain) 
MBP: proteína de unión a maltosa (Maltose Binding Protein) 
MMS: metil metano sulfonato 
MS: Murashinge and Skoog basal médium 
O6-meG: O6-metilguanina 
p/v: relación peso/volumen 
pb: par(es) de base(s) 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
pmol: picomol 
ROS1: proteína REPRESSOR OF SILENCING 1 
rpm: revoluciones por minuto 
RT: transcripción inversa 
s: segundo 
SAM: S-adenosilmetionina 
SDS: dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS 
TDG: timina ADN glicosilasa 
UDG: uracil DNA glycosylase, uracil ADN glicosilasa 









MBD4 es una ADN glicosilasa que ha sido propuesta como un factor central para 
el mantenimiento de la integridad del genoma y las respuestas al daño del ADN en 
animales. Existen pruebas de que en vertebrados participa en la reparación por escisión 
de bases, la reparación de apareamientos erróneos, el control del ciclo celular en 
respuesta a daños en el genoma y la desmetilación del ADN. Sin embargo, se desconoce 
si en plantas existe alguna proteína que desempeñe funciones similares. En esta Tesis 
se ha identificado un gen de la planta modelo Arabidopsis thaliana que codifica un 
posible ortólogo de MBD4. El objetivo principal del trabajo ha sido determinar si la 
proteína MBD4 de A. thaliana está implicada en el mantenimiento de la estabilidad del 
genoma de la planta. 
Para la caracterización in vitro de la actividad bioquímica de MBD4 se ha 
purificado la enzima en forma recombinante y se ha analizado su actividad catalítica 
sobre diferentes lesiones localizadas en diversos contextos de secuencia. Los 
resultados indican que posee actividad ADN glicosilasa frente a uracilo (U) y timina (T) 
apareados erróneamente con guanina (G), lo que sugiere que previene la mutagénesis 
causada por la desaminación espontánea de C y 5-meC a U y T, respectivamente. 
Además, los resultados indican que MBD4 se une al sitio abásico que genera en el ADN 
tras la escisión de la base, lo que explicaría su baja tasa de recambio in vitro. 
Paralelamente a su caracterización bioquímica, se ha estudiado la función in vivo 
de esta enzima. Mediante PCR en tiempo real y transformación de plantas con una 
construcción del gen GUS precedido del promotor de MBD4 se han analizado los niveles 
de expresión en diferentes tejidos y etapas del desarrollo de Arabidopsis. Se ha 
observado que MBD4 se expresa en múltiples tejidos y a lo largo de todo el desarrollo de 
la planta, lo que concuerda con una función de mantenimiento del ADN en condiciones 
normales de crecimiento. Se ha identificado una línea de plantas mutantes 
(FLAG_249E06) que presentan una inserción de ADN-T en la región 3’ UTR de MBD4, y se 
ha comprobado que las plantas homocigotas para para la inserción (mbd4-/-) tienen un 
nivel de expresión de MBD4 muy reducido. Además, se ha llevado a cabo un análisis 
fenotípico de las plantas mutantes en comparación con las silvestres y se ha estudiado 
su respuesta a la presencia de diferentes mutágenos. Las plantas mbd4-/- muestran un 
fenotipo aparentemente normal en condiciones estándar de crecimiento, a excepción de 
un tamaño reducido de la roseta basal y una menor longitud de la raíz. Sin embargo, son 
más resistentes que las silvestres a los efectos genotóxicos de MMS y 5-FU, y dicha 
resistencia aumenta si la deficiencia en MBD4 se combina con una deficiencia en la 
uracil ADN glicosilasas UNG. Por otra parte, las plantas mutantes mbd4-/- presentan una 
expresión constitutiva de la ciclina CYCB1;1, lo que sugiere una activación continua de la 
respuesta a estrés genotóxico en ausencia de MBD4.  
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En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que una de las 
funciones de MBD4 es proteger el genoma de la planta de las consecuencias 
mutagénicas de la desaminación de la C y 5-meC, y que su ausencia provoca 




Thal-Kreuzblume, Crucifera thaliana. Figura 6 del libro Deutschlands Flora in Abbildungen, 1796. 
Grabado del ilustrador naturalista alemán Johann Georg Sturm, coloreado por su hijo Jacob 
Sturm. 
Introducción 
1. El daño en el ADN y las respuestas celulares
A pesar de ser el portador de la información genética, el ADN posee una 
estabilidad química limitada, y su integridad estructural se ve continuamente 
amenazada por una gran variedad de agentes, ya sean endógenos o de origen ambiental 
(Lindahl, 1993). Las alteraciones sufridas por el genoma comienzan generalmente con 
modificaciones en la estructura molecular del ADN. Estas alteraciones suelen 
denominarse daños o lesiones, puesto que afectan al funcionamiento normal de la 
macromolécula, interfiriendo con su replicación y/o su transcripción (Friedberg et al, 
1995). 
Ante la presencia de lesiones en su ADN y para evitar las consecuencias 
citotóxicas que se derivarían de no poder replicar su genoma o no poder transcribir 
genes esenciales, las células reaccionan con dos estrategias distintas, aunque no 
excluyentes. Una de ellas consiste en repararlas, es decir, restaurar la estructura y 
secuencia originales del ADN. Otra estrategia consiste en tolerar la presencia de dichas 
lesiones, aun cuando en algunos casos ello conlleve la aparición de mutaciones, es 
decir, de cambios en la secuencia de ADN (Friedberg et al, 1995). 
2. Tipos de lesiones en el ADN
Las alteraciones y lesiones en el ADN pueden originarse por diversas causas. 
Algunas surgen como consecuencia de errores introducidos durante la replicación. 
Otras son el resultado de la inestabilidad intrínseca que, incluso bajo condiciones 
fisiológicas de pH y temperatura, presentan los enlaces que constituyen la estructura 
polinucleotídica. Una fracción significativa surge adicionalmente por la acción de 
diversos agentes genotóxicos endógenos o exógenos sobre el ADN, ya sea de forma 
directa o indirecta (Friedberg et al, 1995; Lindahl, 1993). Desde un punto de vista 
estructural, el daño en el ADN puede ser ampliamente clasificado en tres tipos de 
lesiones: apareamientos erróneos, roturas de cadena, y daños en las bases (Friedberg et 
al, 1995). 
2.1. Apareamientos erróneos 
Los apareamientos erróneos durante la síntesis de ADN constituyen una parte 
importante de las alteraciones producidas durante el metabolismo normal del material 
genético. La diferencia en energía libre entre un par de bases complementarias, más 
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estable, y un par de bases no complementarias, menos estable, es de solo 8 a 
12 kJ/mol, es decir, el equivalente a un enlace de hidrógeno. Esta diferencia es lo 
suficientemente pequeña para que, en ausencia de otras influencias, se traduzca en una 
tasa de error potencial de 10-1 a 10-2. Es decir, atendiendo únicamente a consideraciones 
termodinámicas, de cada 100 pares de bases generados durante la síntesis de ADN, de 
1 a 10 podrían tener lugar entre bases no complementarias. Sin embargo, las medidas 
llevadas a cabo en el ADN celular replicado, por ejemplo en la bacteria Escherichia coli, 
arrojan tasas de error mucho más bajas, inferiores en unos 6 a 9 órdenes de magnitud, 
lo que indica que existen factores celulares que incrementan enormemente la fidelidad 
de la replicación (Friedberg et al, 1995). 
Uno de los principales factores responsables de la fidelidad en la replicación del 
ADN es la existencia de actividades "correctoras" (proofreading) asociadas a las 
polimerasas de ADN replicativas. La mejor estudiada es probablemente la actividad 3’-5’ 
exonucleasa asociada a la ADN polimerasa I de E. coli, que cataliza la hidrólisis de uno 
en uno de los nucleótidos que, en el extremo de la cadena en crecimiento, no se 
encuentran apareados con la cadena molde. De esta forma, la polimerasa "verifica" el 
resultado de cada incorporación antes de pasar a colocar el siguiente nucleótido. En 
general, se propone que la fidelidad de las polimerasas de ADN es el resultado de la 
interacción entre (1) su especificidad a la hora de incorporar un nuevo nucleótido, (2) su 
capacidad para eliminarlo mediante una actividad correctora si no lo ha incorporado 
correctamente, y (3) su propensión a continuar la polimerización si el nucleótido erróneo 
no es eliminado de la cadena en crecimiento. La fidelidad de las polimerasas se ve 
favorecida además por la presencia de proteínas accesorias en la horquilla de 
replicación. Todos estos factores disminuyen la frecuencia de errores durante la síntesis 
in vitro de ADN a un nivel promedio de 10-7. La frecuencia de errores in vivo es, sin 
embargo, todavia menor, de alrededor de 10-10. Ello se debe a la existencia de 
mecanismos encargados de reparar los apareamientos incorrectos una vez que ha 
pasado la horquilla de replicación (Friedberg et al, 1995). 
Una fuente adicional de apareamientos erróneos durante la síntesis de ADN son 
los cambios tautoméricos que sufren las bases de forma natural. Cada una de las bases 
comunes en el ADN puede sufrir espontáneamente un reordenamiento transitorio de sus 
enlaces para dar lugar a un isómero estructural o tautómero. La formación de un 
tautómero altera las propiedades de apareamiento normales de las bases. Por ejemplo, 
aunque los átomos de nitrógeno (N) exocíclicos de los anillos de purina y pirimidina se 
encuentran normalmente en la forma amino (NH2), ocasionalmente pueden cambiar a la 
forma imino (NH). Cuando la citosina o la adenina están en esta configuración, pueden 
aparear la una con la otra mediante 2 enlaces de hidrógeno. De igual manera, el oxígeno 
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situado en el carbono 6 de la guanina o el carbono 4 de la timina puede mudar de la 
forma frecuente ceto (C=O) a la forma enol (C-OH), permitiendo así un apareamiento 
anómalo entre timina y guanina mediante 3 enlaces de hidrógeno. Estos cambios son de 
especial relevancia cuando ocurren durante la síntesis de ADN, bien sea en la base 
entrante o en la base de la cadena que está actuando como molde, ya que provocan 
apareamientos incorrectos (Friedberg et al, 1995). La contribución real del tautomerismo 
a la tasa de errores durante la replicación del ADN se desconoce. 
No todos los apareamientos incorrectos surgen por errores durante la replicación 
de ADN. Una fracción tiene su origen en daños que cambian la identidad química de uno 
de los componentes de un par de bases (ver apartado 2.3.5).  
2.2. Roturas de cadena 
Las roturas de cadena sencilla (Single Strand Breaks, SSBs) surgen con relativa 
frecuencia por daños en los residuos de desoxirribosa del esqueleto azúcar-fosfato, 
inducidos por ejemplo por especies reactivas de oxígeno (ver apartado 2.3.4). Aunque 
menos frecuentes, las roturas de doble cadena (Double Strand Breaks, DSBs) tienen una 
mayor relevancia biológica, dada la mayor dificultad que entraña su reparación 
(Friedberg et al, 1995). 
Las DSBs pueden ocurrir espontáneamente en la célula como consecuencia de 
cortes producidos en regiones de cadena simple, debido al estrés mecánico de un 
cromosoma, o durante la iniciación de sobrecruzamientos durante la meiosis (Jackson 
et al, 2002). También se pueden generar DSBs como consecuencia del daño producido 
en el esqueleto azúcar-fosfato por especies reactivas de oxígeno (ERO) o a radiación 
ionizante. De hecho, la mayoría de los efectos letales de este tipo de radiación se 
atribuyen a este tipo de lesiones (Friedberg et al, 1995). Otras fuentes artificiales 
adicionales de DSBs son ciertos productos químicos radiomiméticos (Jackson et al, 
2002). 
Las DSBs tienen un gran impacto en el funcionamiento de la célula ya que son 
altamente genotóxicas y suelen conducir a procesos de muerte celular (Dikomey et al, 
1998; Lips & Kaina, 2001). En eucariotas superiores se ha demostrado que una sola DSB 
no reparada que inactive un gen esencial puede ser suficiente para inducir la muerte 
celular por apoptosis (Rich et al, 2000). 
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2.3. Daños en las bases 
Los daños en las bases abarcan una variedad de alteraciones derivadas de 
procesos hidrolíticos que producen su pérdida o su desaminación, reacciones 
fotoquímicas, sustituciones nucleofílicas y oxidación. 
2.3.1. Pérdida de bases 
Los enlaces N-glicosídicos del ADN son más susceptibles de hidrólisis que los del 
ARN, y su rotura da lugar a la pérdida de bases, es decir, a la depurinación o 
depirimidinación de la macromolécula. En el punto donde tiene lugar una depurinación o 
depirimidinación se genera un sitio apurínico o apirimidínico, o, de forma más general, 
sitio abásico. El enlace glicosídico de los nucleósidos de pirimidina es 
considerablemente más estable que el de los de purina. Se ha demostrado que la 
hidrólisis del enlace glicosídico entre una purina y el esqueleto azúcar-fosfato es una de 
las reacciones hidrolíticas más comunes que tienen lugar en la célula, siendo el pH y la 
temperatura factores relevantes en este proceso (Lindahl, 1993). Se estima que en 
células de mamífero en condiciones normales, se pierden cientos de pirimidinas por 
célula y por generación, mientras que la pérdida de purinas ocurre con una tasa de 
10.000 eventos por célula y por generación (Friedberg et al, 1995). 
Los sitios abásicos tienen propiedades tanto citotóxicas como mutagénicas, ya 
que son lesiones no informativas y por tanto pueden bloquear procesos como la 
replicación y la transcripción. Además, son potencialmente mutagénicos puesto que en 
ciertas ocasiones pueden ser sobrepasados durante la replicación de ADN mediante la 
incorporación de nucleótidos incorrectos (Britt, 1996). 
2.3.2. Lesiones fotoquímicas 
La fuente principal de alteraciones fotoquímicas en las bases del ADN es la 
radiación ultravioleta (UV), que induce, entre otras lesiones, los denominados dímeros de 
pirimidina tipo ciclobutano (Cyclobutane Pyrimidine Dimer, CPD). Tales dímeros surgen a 
partir de dos pirimidinas adyacentes que devienen ligadas covalentemente mediante la 
formación de un ciclo de 4 carbonos generado por la saturación de sus dobles enlaces 
C5-C6 (Figura 1). Los dímeros tipo ciclobutano producen una distorsión significativa en 
la doble hélice, por lo que suponen un serio obstáculo para la replicación (Friedberg et al, 
1995). 
Un segundo tipo de lesión inducida por la luz UV son los dímeros pirimidina-
pirimidona 6-4, también denominados fotoproductos 6-4 (Figura 1). Estos dímeros se 
generan por el enlace entre el carbono C6 de una pirimidina y el carbono C4 de la 
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pirimidina adyacente. Los fotoproductos 6-4 generan en la doble hélice una distorsión 
aun mayor que en el caso de los dímeros tipo ciclobutano, y su presencia en el ADN 
también tiene consecuencias citotóxicas (Friedberg et al, 1995).  
 
Figura 1. Estructura de dímeros de pirimidina tipo ciclobutano y fotoproductos 6-4. El radical R 
puede ser un átomo de hidrógeno o un grupo metilo. Modificado a partir de Li et al, 2006. 
Otras lesiones fotoquímicas producidas por la luz UV son monoméricas. Entre las 
más importantes destacan los hidratos de pirimidina, que se producen por la adición de 
una molécula de agua al doble enlace C5-C6. Este tipo de lesiones también se generan 
por acción de especies reactivas de oxígeno (ver apartado 2.3.4). 
2.3.3. Bases dañadas por reacciones de adición química 
Existe una gran variedad de compuestos químicos capaces de formar enlaces 
covalentes con el ADN mediante reacciones de adición. Entre los más estudiados 
destacan los agentes alquilantes. Los agentes alquilantes son compuestos electrofílicos 
con afinidad por centros nucleofílicos de macromoléculas orgánicas tales como el ADN. 
Uno de los agentes alquilantes de origen endógeno mejor caracterizado es la 
S-adenosilmetionina (SAM), que interviene en multitud de reacciones enzimáticas de 
transmetilación como un eficiente donador de grupos metilo. Además, existe una amplia 
variedad de agentes alquilantes exógenos, muchos de los cuales son considerados 
potentes carcinógenos, como por ejemplo la dimetil-nitrosamina, la N-metil-N-
nitrosourea, o el metil metano sulfonato (MMS). 
Se han identificado numerosos sitios potenciales de alquilación en las cuatro 
bases, aunque no todos ellos tienen igual reactividad. En general, los átomos de 
nitrógeno de las bases son más nucleofílicos que los de oxígeno, siendo los más 
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reactivos la posición N7 de la guanina y la posición N3 de la adenina. La metilación de 
estas posiciones genera 7-metilguanina (7MeG) y 3-metiladenina (3MeA) 
respectivamente (Friedberg et al, 1995). La 7MeG no parece tener efectos perjudiciales 
por sí misma, pero se degrada formando un derivado con el anillo imidazol abierto (5-N-
metil-2,6-diamino-4-hidroxiformamidopirimidina, metil-FAPy-G) o se pierde generando un 
sitio abásico, causando en ambos casos efectos citotóxicos y/o mutagénicos. Por su 
parte, la 3MeA es una lesión altamente citotóxica que bloquea la replicación y la 
transcripción del ADN. Se ha estimado que en una célula humana se generan 
aproximadamente 600 residuos de 3-metiladenina por día (Lindahl, 1993). 
Los átomos de oxígeno son menos nucleofílicos pero algunos, por ejemplo el O6 
de la guanina, son también susceptibles de alquilación. La O6-metilguanina y la O4-
metiltimina no bloquean la replicación pero aparean con timina y guanina 
respectivamente, dando lugar a transiciones G:C→A:T y A:T→G:C respectivamente. Son 
consideradas como las principales lesiones mutagénicas inducidas por agentes 
alquilantes. Por último, la alquilación del oxígeno en los enlaces fosfodiéster da lugar a la 
formación de metilfosfotriésteres (Friedberg et al, 1995).  
Algunos agentes alquilantes (por ejemplo, la cloroetilnitrosourea o la mostaza de 
nitrógeno) son bifuncionales, es decir, tienen dos grupos reactivos capaces de 
reaccionar simultáneamente con dos centros nucleofílicos del ADN, generando enlaces 
cruzados intra- e intercatenarios. Los enlaces cruzados intercatenarios representan una 
clase importante de daño químico en el ADN, ya que al impedir la separación de las dos 
cadenas suponen un bloqueo completo de la replicación y la transcripción (Friedberg et 
al, 1995). 
Además de los agente alquilantes, existen numerosos compuestos químicos que, 
de forma directa o bien tras un proceso de activación metabólica, son capaces de 
reaccionar con centros nucleofílicos del ADN. Un ejemplo es el 2-acetilaminofluoreno 
(2-AAF), perteneciente a una clase de compuestos conocidos como aminas aromáticas, 
muchas de las cuales están asociadas con la incidencia de cáncer en humanos. Su 
activación metabólica da lugar a un derivado altamente reactivo, que ataca con 
preferencia a residuos de guanina. Otro ejemplo es el benzo[a]pireno, un hidrocarburo 
aromático policíclico que se considera un potente carcinógeno. Durante el metabolismo 
del benzo[a]pireno se generan epóxidos electrofílicos, tales como el BPDE 
(benzo[a]pireno anti diol-epóxido), que también reaccionan eficientemente con centros 
nucleofílicos de los residuos de guanina (Friedberg et al, 1995). 
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2.3.4. Daño oxidativo inducido por especies activas de oxígeno 
El ataque por especies reactivas de oxígeno (ERO) es una de las fuentes 
principales de daño espontáneo al ADN y a otras macromoléculas, tales como proteínas, 
lípidos, y carbohidratos. El daño oxidativo al ADN es una de las causas principales de 
mutación espontánea y se ha propuesto que está implicado en diversas enfermedades 
degenerativas, en procesos cancerosos y en el envejecimiento (Beckman & Ames, 1997). 
 
Figura 2. Ejemplos de algunos daños oxidativos en las bases. Se indica la posición de las 
modificaciones por oxidación, en color rojo. 
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Las especies reactivas de oxígeno están indisolublemente ligadas a la vida 
aeróbica, y pueden tener un origen intracelular o extracelular. Las principales fuentes 
intracelulares de ERO se encuentran en las mitocondrias y los cloroplastos. Así, durante 
la respiración mitocondrial se generan potentes agentes oxidantes tales como el anión 
superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (•OH) (Valentine et 
al, 1998). Otras fuentes de ERO incluyen el metabolismo de los peroxisomas y la síntesis 
enzimática de óxido nítrico. En mamíferos también se generan ERO durante los 
procesos inflamatorios que implican a macrófagos y neutrófilos. Las ERO también 
pueden tener su origen en fuentes exógenas, entre las que se incluyen oxidantes 
químicos tales como H2O2, drogas antitumorales como la bleomicina, o radiaciones 
ultravioleta e ionizante (Valentine et al, 1998). Las bases nitrogenadas son una de las 
dianas principales de las modificaciones oxidativas, habiéndose descrito más de 100 
tipos diferentes de bases oxidadas hasta la fecha (Figura 2) (Dizdaroglu et al, 2002; 
Wallace, 2002). 
2.3.5. Desaminación de bases 
Otra fuente importante de daños espontáneos en las bases del ADN, también de 
carácter hidrolítico, es la desaminación. Tres de las cuatro bases presentes 
normalmente en el ADN (citosina, adenina, guanina) y también la 5-metilcitosina 
contienen grupos amino exocíclicos. La pérdida de estos grupos ocurre 
espontáneamente mediante reacciones de hidrólisis dependientes de pH y temperatura, 
dando lugar a la conversión de las bases afectadas en uracilo, hipoxantina, xantina y 
timina, respectivamente (Figura 3) (Friedberg et al, 1995; Friedberg et al, 2006). Dado 
que la pérdida del grupo amino afecta a la capacidad de apareamiento de la base 
afectada, algunos de estos productos de desaminación pueden originar mutaciones 
durante la replicación semiconservativa del ADN (ver apartado siguiente). 
El estrés oxidativo inducido por agentes oxidantes o por una disfunción 
mitocondrial puede provocar la aparición de productos adicionales de desaminación, 
tales como el 5-hidroximetiluracilo y 5-hidroxiuracilo. De hecho, bajo ciertas condiciones 
los productos de desaminación contribuyen sustancialmente al daño oxidativo total 
sobre las bases del ADN. Además, la desaminación de las bases del ADN puede 
incrementarse significativamente por la acción de radicales libres de oxígeno y otros 




Figura 3. Productos originados por la desaminación de las bases en el ADN. Se indica la 
posición de los grupos amino exocíclicos, en color rojo, y la numeración de los átomos de los 
anillos de las bases. Adaptado a partir de Friedberg et al, 2006. 
3. La desaminación de bases y sus efectos genotóxicos 
3.1. Desaminación de pirimidinas 
La citosina y su derivado, la 5-metilcitosina, son las bases que más 
frecuentemente sufren desaminación espontánea (Lindahl, 1993). El uracilo, que 
normalmente sólo se presenta en el ARN, puede aparecer en el ADN por desaminación 
de la citosina. La desaminación de citosina se incrementa en condiciones de estrés 
oxidativo, pero también cuando las células son expuestas a otros factores causantes de 
daño en el ADN como la luz ultravioleta, la radiación ionizante y agentes desaminantes 
como el bisulfito sódico (Kow, 2002). La desaminación espontánea de la citosina es más 
frecuente en ADN monocatenario que en ADN bicatenario. En la replicación, 
recombinación y transcripción se produce una desnaturalización transitoria localizada 
del ADN bicatenario a monocatenario, por lo que podría acelerarse la desaminación de la 
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citosina durante esos procesos (Friedberg et al, 2006). La desaminación de citosina en 
uracilo es potencialmente mutagénica y tiene importantes repercusiones biológicas. 
Dado que el uracilo aparea con adenina, dicha desaminación puede generar transiciones 
C:G→T:A durante la replicación. 
Debido al efecto de la radiación ionizante y otros agentes que originan ERO, la 
citosina también puede originar 5-hidroxiuracilo (5-HU), mediante oxidación a citosin 
glicol, desaminación a uracil glicol y deshidratación a 5-HU. El 5-HU es potencialmente 
mutagénico, dado que durante la replicación las ADN polimerasas insertan 
mayoritariamente A frente a 5-HU, causando una transición C:G→T:A (Kow, 2002). 
Por su parte, la desaminación de la 5-metilcitosina genera timina, transformando 
un par 5-meC:G en un par T:G y éste en un par T:A tras la replicación. El nivel de 
5-metilcitosina y su distribución en el ADN son importantes para la regulación de la 
expresión génica en organismos superiores. La metilación es frecuente en el ADN de 
mamíferos, y se encuentra predominantemente en sitios CpG (-C-phosphate-G-, un 
nucleótido citosina seguido de una guanina en una secuencia de bases, 5’-CG-3’). La 
desaminación de 5-meC puede suponer hasta un 10 % de la desaminación espontánea 
total en el ADN de mamíferos, y es causa de mutaciones en cáncer en humanos 
(Friedberg et al, 2006). La no reparación de los pares T:G originados por la desaminación 
de la 5-meC podría originar un aumento de las mutaciones en regiones del ADN ricos en 
sitios CpG como las islas CpG, abundantes en los promotores de los genes de 
mamíferos (Kow, 2002). 
La 5-metilcitosina puede originar asimismo 5-hidroximetiluracilo (5-hmeU), por 
oxidación del grupo metilo a 5-hidroximetilcitosina seguida de desaminación a 5-hmeU y 
originando así un par 5-hmeU:G que de no ser reparado, originaría una mutación 
5-meC:G→T:A durante la replicación del ADN. 
3.2. Desaminación de purinas 
La desaminación de adenina y guanina también tiene lugar en condiciones 
fisiológicas, pero con una frecuencia mucho menor que en el caso de la citosina. La 
desaminación de adenina genera hipoxantina que aparea con citosina generando por 
tanto transiciones A:T→G:C. 
La desaminación de guanina origina xantina. La xantina no es capaz de aparear 
de forma estable con citosina o timina, por lo que da lugar a un bloqueo en la replicación 
del ADN con consecuencias citotóxicas (Friedberg et al, 1995). 
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4. Mecanismos de reparación de ADN 
La reparación del ADN no es sólo un proceso fundamental para proteger las 
células contra el daño genotóxico, sino que también es esencial para asegurar la 
fidelidad en la transmisión de la información genética de una generación a la siguiente 
(Friedberg et al, 1995; Lindahl & Wood, 1999). 
En principio, el mecanismo de reparación más directo es aquel en el que una 
única enzima cataliza una reacción capaz de devolver al ADN dañado su estructura 
original. Existen muy pocos tipos de lesiones que puedan repararse de esta forma. Uno 
de los ejemplos más estudiados es la reversión de los dímeros de pirimidina a su estado 
monomérico original por acción de la fotoliasa, una enzima que usa un fotón de luz 
visible para reorganizar los enlaces de las dos bases afectadas (Thiagarajan et al, 2011). 
Otro caso es el de la O6-metilguanina, que es convertida de nuevo en guanina por una 
proteína aceptora de grupos metilo: la O6-metilguanina ADN metiltransferasa (Kaina et 
al, 2007). A excepción de estos casos puntuales, la inmensa mayoría de las lesiones del 
ADN se reparan mediante mecanismos más complejos que implican algún paso de 
recombinación o de escisión (Friedberg et al, 1995). 
4.1. Reparación de roturas de cadena 
En el procesamiento y la reparación de SSBs intervienen las mismas proteínas 
que participan en las etapas finales del mecanismo de reparación por excisión de bases 
(Lindahl & Wood, 1999) (ver apartado 4.4). 
En cuanto a las DSBs, existen dos vías principales para su reparación: la 
recombinación homóloga (homologous recombination, HR), libre de error, y la unión de 
extremos no homólogos (Non Homologous End Joining, NHEJ), con tendencia al error 
(Jackson et al, 2002). Durante la HR, el cromosoma dañado entra en contacto físico con 
la molécula de ADN no dañada con la que comparte homología de secuencia, la cual 
será utilizada como molde para la reparación (Sonoda et al, 2001). Por su parte, el 
mecanismo de NHEJ liga los dos extremos de una DSB sin necesidad de homología de 
secuencia entre ambos (Critchlow & Jackson, 1998). Puesto que en este mecanismo no 
se asegura el apareamiento de los dos extremos cromosómicos originales, la reparación 
por NHEJ puede producir inversiones cromosómicas, deleciones, translocaciones, y 
duplicaciones parciales (Jackson et al, 2002). 
Como regla general, los organismos con genoma relativamente compacto (tales 
como bacterias y levaduras) emplean principalmente la vía de recombinación homóloga, 
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mientras que los organismos con genomas mayores (por ejemplo, mamíferos) reparan 
las roturas mediante la unión de extremos no homóloga (Britt, 1999). La utilización de 
una u otra vía también parece depender de la fase del ciclo celular en la que se 
encuentre. Así, la reparación por NHEJ ocurre principalmente en G0 y G1, mientras que 
HR ocurre durante las fases S y G2. (Johnson & Jasin, 2000; Takata et al, 1998). 
4.2. Reparación de apareamientos erróneos (MMR) 
El sistema de reparación de apareamientos erróneos (DNA mismatch repair, MMR) 
es de gran importancia en la eliminación post-replicativa de errores producidos durante 
la síntesis de ADN (Modrich & Lahue, 1996; Umar & Kunkel, 1996). La reparación de 
apareamientos erróneos presenta un problema para la célula, ya que en un 
apareamiento incorrecto, por ejemplo G:T, no hay bases defectuosas o alteradas, y 
desde un punto de vista estructural cualquiera de las dos podría ser la base incorrecta. 
En Escherichia coli, donde se ha estudiado en detalle la reparación de 
apareamientos erróneos, este problema se resuelve tomando como referencia el estado 
de metilación de secuencias específicas (GATC, donde la adenina se puede encontrar 
como N6-metiladenina). La metilación en estas secuencias tiene lugar poco después de 
la replicación, lo cual permite distinguir durante un intervalo de tiempo limitado la 
cadena molde ya metilada, de la cadena de nueva síntesis aun no metilada, y por lo 
tanto portadora de la base errónea (Modrich & Lahue, 1996). En el mecanismo de 
reparación de apareamientos erróneos de Escherichia coli tienen una función primordial 
tres proteínas, codificadas por los genes mutS, mutL y mutH (Figura 4). Una vez que el 
apareamiento erróneo es reconocido por la proteína MutS (⓵), la proteína MutL se une 
al complejo y activa a MutH (⓶), una endonucleasa que localiza la secuencia 
hemimetilada GATC más cercana y lleva a cabo una incisión en la cadena no metilada 
(⓷). A continuación, dicha cadena es degradada por una exonucleasa desde la 
secuencia GATC hasta el apareamiento erróneo (⓸). La secuencia correcta es 
finalmente restaurada por una ADN polimerasa y sellada por una ligasa (⓹) (Modrich & 
Lahue, 1996). 
En eucariotas se han descrito homólogos de MutS y MutL; no de MutH, aunque su 
función endonucleasa es realizada por homólogos de MutL. No se conoce con exactitud 
qué mecanismo es responsable de la distinción entre la cadena molde y la de nueva 
síntesis (Larrea et al, 2010), pero se cree que puede estar relacionado con complejos 
asociados a los extremos 3’ libres del ADN en las horquillas de replicación (Nick 




Figura 4. Mecanismo de reparación de apareamientos erróneos en E. coli. La adenina metilada 
de la secuencia GATC en la cadena parental se representa con un cuadrado negro. Los pasos de la 
ruta de reparación se han numerado de acuerdo al texto. Adaptado a partir de Modrich & Lahue, 
1996. 
4.3. Reparación por escisión de nucleótidos (NER) 
El mecanismo de reparación por escisión de nucleótidos (Nucleotide excision 
repair, NER) es un sistema muy versátil, capaz de detectar y eliminar un amplio rango de 
lesiones en el ADN, la mayoría de ellas caracterizadas por inducir una distorsión 
significativa en la doble hélice. El proceso, que tiene lugar en varias etapas, comienza 
con la detección del daño y la realización de dos incisiones endonucleotídicas en la 
cadena afectada, liberándose así un oligonucleótido que contiene la base o bases 
dañadas. El hueco resultante es finalmente rellenado por una polimerasa y sellado por 
una ligasa. La reparación mediante NER es capaz de eliminar muchos tipos de 
alteraciones en la estructura del ADN, desde lesiones pequeñas, que apenas 
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distorsionan la doble hélice (tales como O6-metilguanina o sitios abásicos) hasta 
lesiones voluminosas, tanto inducidas por radiación ultravioleta (tales como dímeros de 
pirimidina) como por agentes químicos (tales como benzo[a]pireno) (Christmann et al, 
2003). 
Este mecanismo de reparación se conoce con bastante detalle en células 
procarióticas (Hoeijmakers, 1993a) (Figura 5). La reacción comienza cuando dos 
moléculas de la proteína UvrA se unen en presencia de ATP para formar un 
homodímero, y posteriormente a una molécula de UvrB para formar un heterotrímero. 
Este complejo, que se une al ADN, posee una actividad helicasa 5’-3’ que le permite 
moverse a lo largo de la doble hélice, llevando a cabo una especie de barrido a la 
búsqueda de lesiones que distorsionan la estructura del ADN. Cuando el complejo 
encuentra una de estas lesiones detiene su movimiento, desnaturaliza localmente la 
región afectada y el dímero de UvrA se disocia dejando la proteína UvrB unida al ADN. En 
este punto se une UvrC y forma un complejo con UvrB. Este complejo UvrBC realiza dos 
incisiones en la cadena que contiene la lesión (⓵), una de ellas localizada a unos 
8 nucleótidos en el lado 5’ y la otra a 5 nucleótidos en el lado 3’, ambas con extremos 
3’OH y 5’fosfato. Una vez realizadas las dos incisiones, se une al complejo la proteína 
UvrD, una helicasa que libera el oligonucleótido (de 13 nucleótidos) (⓶) generado por las 
dos incisiones y que contiene la lesión. Tras liberarse el oligonucleótido, UvrB, C y D 
abandonan el ADN. La fase siguiente consiste en la acción de una ADN polimerasa que 
lleva a cabo una síntesis reparadora empleando como molde la cadena opuesta (⓷). En 
último lugar actúa una ADN ligasa, que sella la cadena reparada (⓸). De esta forma, se 
recuperan la estructura y secuencias originales del ADN. 
En la elucidación del proceso NER en eucariotas ha tenido una importancia crucial 
el análisis genético de diversos mutantes rad de levadura y el estudio molecular de 
líneas celulares procedentes de pacientes humanos con la enfermedad hereditaria 
denominada xeroderma pigmentosum (Hoeijmakers, 1993b). Las etapas principales del 
proceso son las mismas que en procariotas, es decir, reconocimiento de la lesión, 
apertura parcial de la doble hélice en la zona afectada, la realización de una incisión a 
cada lado de la lesión para liberar un oligonucleótido conteniendo el daño (aunque de 
longitud diferente a la de procariotas), y finalmente la síntesis y ligación de ADN para 
restaurar la secuencia original. No obstante, desde el punto de vista bioquímico el 
 
(Página siguiente) 
Figura 5. Mecanismo de reparación por escisión de nucleótidos. Los pasos de la ruta de 
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mecanismo es más complejo que en bacterias, ya que en conjunto son necesarias al 
menos unas 30 proteínas distintas (de Laat et al, 1999; Wood et al, 2000). 
4.4. Reparación por escisión de bases (BER) 
El mecanismo de reparación por escisión de bases (Base Excision Repair, BER) 
corrige pequeñas lesiones en las bases que no distorsionan significativamente la 
estructura helicoidal del ADN (Krokan & Bjoras, 2013). Constituye una línea de defensa 
crucial frente a lesiones causadas por subproductos del metabolismo o por diversos 
agentes genotóxicos medioambientales, y se encuentra ampliamente conservado a lo 
largo de la evolución (Krokan et al, 1997). 
El proceso de BER consta de varias etapas (Figura 6), y se inicia con la acción de 
una clase específica de enzimas reparadoras llamadas ADN glicosilasas, que catalizan 
la hidrólisis del enlace N-glicosídico que une la base alterada con el esqueleto azúcar-
fosfato (⓵). Las ADN glicosilasas se clasifican en dos amplios grupos: ADN glicosilasas 
monofuncionales, que catalizan sólo la hidrólisis del enlace glicosídico (⓶), y ADN 
glicosilasas bifuncionales, enzimas con actividad ADN glicosilasa/liasa que catalizan 
tanto la eliminación de la base dañada como la rotura posterior del esqueleto azúcar-
fosfato (⓷) (Friedberg et al, 1995) (ver apartado 5.1). 
Tras el paso inicial de eliminación de la base, se genera un sitio abásico (sitio 
apurínico/apirimidínico o sitio AP) potencialmente citotóxico y mutagénico (Friedberg et 
al, 1995). Los sitios abásicos pueden ser procesados por dos vías diferentes: via AP 
endonucleasas o vía AP liasas. Ambas rutas generan extremos distintos: 
· Las AP endonucleasas son enzimas dependientes de magnesio que cortan en el 
lado 5’ del sitio abásico, y generan extremos 3’OH y 5’dRP (desoxirribofosfato sin 
base) (⓸). El grupo 5’dRP es eliminado por una desoxirribosa-fosfato diesterasa 
(dRPasa) para generar un grupo 5’P adecuado para la polimerización y ligación 
(Lindahl et al, 1997) (⓹).  
· La actividad AP liasa suele estar asociada a las ADN glicosilasas bifuncionales, 
aunque también puede encontrarse en otras proteínas. No requiere magnesio y 
corta en el lado 3’ del sitio abásico generando un aldehido insaturado (AI) o un 
grupo fosfato en el extremo 3’, y un grupo fosfato en el 5’ (⓺). En este caso, el 
extremo 3’OH se genera por acción de una AP endonucleasa o una ADN fosfatasa 
que actúan sobre el aldehído o el fosfato del extremo 3’, respectivamente (Lindahl 
et al, 1997) (⓻).  
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A continuación, la restauración de la cadena puede completarse mediante la 
inserción de uno (short-patch) o varios nucleótidos (long-patch) (Fortini et al, 1999). 
Ambas ramificaciones de la ruta BER han sido extensivamente estudiadas en 
mamíferos: 
· En la reparación short-patch participa la ADN polimerasa Pol β,  que posee 
actividad dRPasa (Singhal et al, 1995), y la cadena es finalmente sellada por la 
ADN ligasa LigIIIa con la participación de la proteína XRCC1 (Nash et al, 1997) 
(⓼).  
· La reparación vía long-patch no requiere actividad dRPasa. En este caso, Pol β 
probablemente se limite a incorporar el primer nucleótido (Podlutsky et al, 2001), 
y la elongación y desplazamiento de cadena adicionales son llevados a cabo por 
las ADN polimerasas replicativas Pol δ y/o Pol ε (Fortini et al, 1998; Stucki et al, 
1998). La estructura resultante se elimina por acción de la endonucleasa FEN1, y 
la cadena es finalmente sellada por LigI (Levin et al, 1997) (⓽). 
 
Figura 6. Ruta de reparación por escisión de bases. Para los detalles, ver texto. AI=aldehído 
insaturado; P=grupo fosfato; dRP=desoxirribofosfato. Modificado a partir de Baute & Depicker, 
2008. 
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Las vías short-patch y long-patch pueden procesar tanto extremos 5’dRP 
generados por enzimas monofuncionales como extremos 5’P producidos por enzimas 
bifuncionales. 
Aunque esta elaborada ruta de reparación haya sido ampliamente analizada en 
bacterias, levaduras y mamíferos, ha permanecido inexplorada en plantas hasta hace 
pocos años. Estudios recientes han demostrado que las plantas poseen un mecanismo 
de reparación por escisión de bases análogo al de mamíferos, con capacidad para 
procesar los daños mediante vías short-patch y long-patch (Cordoba-Cañero et al, 2009) 
(ver apartado 7). 
5. ADN glicosilasas y la reparación por escisión de bases 
Ya sean monofuncionales o bifuncionales, las ADN glicosilasas descritas hasta la 
fecha son generalmente enzimas monoméricas, pequeñas, con un peso molecular que 
oscila entre 16 y 42 kDa, y no requieren cofactores para su actividad enzimática (Krokan 
et al, 1997). Existen distintos tipos de ADN glicosilasas, cada uno de los cuales reconoce 
un tipo específico de lesión o un rango de lesiones relacionadas químicamente. Entre las 
ADN glicosilasas destacan la uracil-ADN glicosilasa (UDG), y la timina-ADN glicosilasa 
(TDG), que actúan sobre las bases originadas por la desaminación de residuos de 
citosina o de 5-metilcitosina respectivamente; la 3-metiladenina-glicosilasa (MAG), y las 
ADN glicosilasas encargadas de eliminar bases oxidadas, tales como la Nth y la 
8-oxoguanina-ADN glicosilasa (Ogg) (Scharer & Jiricny, 2001). 
5.1. Mecanismo catalítico de las ADN glicosilasas 
Todas las ADN glicosilasas identificadas hasta la fecha escinden la base diana en 
una conformación extrahelicoidal. El proceso conlleva una distorsión del ADN, la 
extrusión de la base dañada fuera de la doble hélice, y su inserción en un bolsillo 
hidrofóbico de la enzima, lo que permite el acceso para un ataque nucleofílico al carbono 
anomérico C1 (Dalhus et al, 2009; Huffman et al, 2005). 
Las ADN glicosilasas monofuncionales y bifuncionales reconocen de manera 
similar las bases dañadas, pero en cada caso la escisión se lleva a cabo por 
mecanismos catalíticos que difieren parcialmente (Friedberg et al, 1995) (Figura 7). 
Las ADN glicosilasas monofuncionales (⓵) catalizan la hidrólisis del enlace 
glicosídico entre el N y el C1 usando como nucleófilo una molécula de agua activada que 




Figura 7. Mecanismo de reacción de las ADN glicosilasas monofuncionales y bifuncionales. En 
el primer paso de cada mecanismo se señalan los puntos de ataque nucleofílico. B* = base 
dañada; E = enzima glicosilasa. Modificado a partir de Baute & Depicker, 2008. 
Las ADN glicosilasas bifuncionales (⓶), sin embargo, catalizan tanto la 
eliminación de la base dañada como la rotura posterior del esqueleto azúcar-fosfato en 
el sitio abásico resultante (Friedberg et al, 1995). Para ello, utilizan como nucleófilo el 
grupo amino de un residuo altamente conservado de la propia proteína, lo que da lugar a 
la formación de una base de Schiff como intermediario de la reacción. A continuación, 
una reacción de β-eliminación rompe el azúcar, lo que genera una rotura de cadena con 
un grupo fosfato en el extremo 5’ y un aldehído α, β-insaturado en el extremo 3’. En el 
caso de algunas glicosilasas bifuncionales, la β-eliminación va seguida de una 
δ-eliminación que libera el aldehído y genera un extremo 3’ fosfato (Dodson et al, 1994). 
5.2. Familias de ADN glicosilasas 
A pesar de utilizar mecanismos muy similares para reconocer y eliminar bases 
dañadas, la determinación de la estructura tridimensional de varias ADN glicosilasas ha 
revelado que pertenecen a cuatro superfamilias estructuralmente diferentes: Uracil ADN 
glicosilasa (UDG), hélice-doble vuelta-hélice (MutM/Fpg), alquiladenina ADN glicosilasa 
(AAG) y hélice-horquilla-hélice (HhH-GPD) (Hitomi et al, 2007) (Figura 8). 
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Figura 8. Superfamilias estructurales de ADN glicosilasas. Estructuras tridimensionales de ADN 
glicosilasas representativas y motivos de reconocimiento de daño en el ADN. α-Hélices en azul y 
β-láminas en turquesa. (A) Superfamilia UDG. (B) Superfamilia MutM/Fpg. Motivos hélice-doble 
vuelta-hélice en rojo. (C) AAG unida a ADN (PDB ID 3QI5). (D) Superfamilia HhH-GPD. Motivos 
hélice-horquilla-hélice en rojo. Modificado a partir de Huffman et al, 2005. 
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5.2.1. Superfamilia UDG 
La superfamilia estructural UDG incluye al menos 5 familias diferentes definidas 
en base a la conservación de residuos en el sitio activo y a la especificidad por su 
sustrato. Aunque las diferentes familias muestran una similitud de secuencia limitada, 
todas ellas poseen un núcleo común que consiste en cuatro hojas β paralelas rodeadas 
al menos por dos α-hélices a cada lado (Aravind & Koonin, 2000).  
La primera UDG identificada fue la enzima UNG de Escherichia coli (Lindahl, 1974), 
que tipifica la ubícua Familia-1 de glicosilasas UDG. Esta familia altamente conservada 
está representada en eucariotas, bacterias y arqueobacterias (dominio conservado 
cd10027 en la CDD). La Familia-1 reconoce uracilo en una conformación extrahelicoidal 
y es activa sobre ADN mono y bicatenario. Las enzimas de la Familia-2 (cd10028), 
representadas por Mug de E. coli y la TDG humana, son específicas de apareamientos 
erróneos, muestran dependencia de ADN bicatenario y contactan con la guanina 
opuesta en la cadena complementaria. La Familia-3 de UDG (cd10029) está 
representada por SMUG1 de vertebrados, que es activa sobre ADN mono y bicatenario y 
tiene una especificidad más amplia que la Familia-1. Las UDG de las familias 4 
(cd10030) y 5 (cd10031) han sido identificadas en bacterias termofílicas y 
arqueobacterias. Además de las cinco familias de UDG, al menos tres familias de la 
superfamilia HhH-GPD (ver más abajo) incluyen miembros con actividad UDG (Chung et 
al, 2003; Friedberg et al, 2006). 
5.2.2. Superfamilia MutM/Fpg 
Esta superfamilia se define por dos ADN glicosilasas, la enzima Fpg (también 
llamada MutM) de E. coli y la proteína Nei de eucariotas, ambas implicadas en la 
reparación de daño oxidativo. En bacterias existe un parálogo de MutM, denominado 
EndoVIII, que también elimina bases oxidadas (Jiang et al, 1997).  
Las proteínas de esta familia poseen dos dominios N- y C-terminales que 
conjuntamente forman un bolsillo de unión al ADN. El dominio N-terminal contiene 
además dos hojas β antiparalelas que forman un “sándwich” flanqueado por hélices y un 
residuo de prolina que se utiliza como nucleófilo. El dominio C-terminal consiste en un 
motivo hélice-doble vuelta-hélice y un dedo de zinc (Coste et al, 2004; Fromme & 
Verdine, 2002; Fromme & Verdine, 2003; Gilboa et al, 2002; Serre et al, 2002). El motivo 
hélice-doble vuelta-hélice tiene una función comparable al motivo hélice-horquilla-hélice 
(ver más abajo) y se encuentra en proteínas de unión al ADN además de en ADN 
glicosilasas (Hosfield et al, 1998). 
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5.2.3. Superfamilia AAG 
Las alquiladenina ADN glicosilasas no se relacionan estructuralmente con 
ninguna de las otras superfamilias, aunque reconocen y eliminan su sustrato de manera 
semejante (Berti & McCann, 2006; Lau et al, 1998). Sus miembros son proteínas que 
poseen un único dominio compacto consistente en una hoja β antiparalela rodeada de 
α-hélices, similar al dominio C-terminal de la formiltransferasa de metionina (Baute & 
Depicker, 2008). 
5.2.4. Superfamilia HhH-GPD  
Este grupo de ADN glicosilasas es el más diverso, con amplias diferencias en 
cuanto a especificidad de sustrato entre sus miembros. Algunas ADN glicosilasas 
pertenecientes a esta familia son Nth (timinglicol ADN glicosilasa/AP liasa), AlkA 
(3-metiladenina glicosilasa II), Ogg1 (8-oxoguanina glicosilasa), MutY (adenina ADN 
glicosilasa), MBD4, MIG (timina-ADN glicosilasa), y sus homólogos en diferentes 
organismos (Huffman et al, 2005). Las proteínas pertenecientes a esta superfamilia 
reparan diversas lesiones, incluyendo aquellas generadas por oxidación, alquilación y 
daño hidrolítico. 
 
Figura 9. Esquema del motivo Hélice-horquilla-Hélice y Glicina/Prolina-Aspártico (HhH-GPD). 
Alineamiento parcial de la secuencia aminoacídica correspondiente a las ADN glicosilasas Endo III, 
NTHL1, Myh1, Ogg1, AlkA y MBD4. El residuo invariante de ácido aspártico (D) y el residuo de lisina 
(K) característico de los miembros bifuncionales de la familia se indican con un triángulo rojo y 
verde, respectivamente. Los residuos de glicina (G) y prolina (P) se muestran en naranja. Los 
residuos que son idénticos en todas las secuencias se representan sobre fondo negro, los 
conservados sobre gris oscuro y los similares sobre gris claro. 
Su estructura básica consiste en cuatro α-hélices en su dominio N-terminal, y de 
seis a siete en su dominio C-terminal, unidas por una horquilla β tipo II.  (Doherty et al, 
1996). El motivo HhH está seguido por un bucle (motivo GPD) con residuos de glicina 
(G), prolina (P), y un residuo invariante de ácido aspártico (D) esencial para la actividad 
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catalítica (Huffman et al, 2005) (Figura 9). Las ADN glicosilasas bifuncionales 
pertenecientes a esta superfamilia presentan además un residuo conservado de lisina 
(K) (Krokan et al, 1997). En las enzimas HhH-GPD monofuncionales el aspártico activa 
una molécula de agua que actuará como nucleófilo en el ataque al C1. En las 
bifuncionales el mismo aspártico activa el residuo de lisina que a su vez ataca al C1 y 
forma una base de Schiff (ver apartado 5.1). Algunos miembros de esta familia (por 
ejemplo, Nth y MutY de E. coli) presentan cuatro residuos de cisteína ligados a cuatro 
átomos de hierro, formando un complejo sulfoférrico [4Fe-4S] que desempeña un papel 
estructural en la unión al ADN (Fromme & Verdine, 2003). 
6. Estudio de las funciones de mantenimiento del genoma en 
plantas 
Durante varias décadas, el estudio genético y bioquímico del mantenimiento de la 
estabilidad del genoma y las respuestas celulares al daño en el ADN se ha centrado en 
tres modelos de organismo: bacterias, levaduras y animales. En consecuencia, el 
conocimiento que se posee sobre estos procesos en otros organismos, y 
particularmente en plantas, es relativamente superficial.  
El interés por profundizar en este estudio reside en el hecho de que las plantas 
difieren de la mayoría de organismos eucariotas en dos aspectos fundamentales (Hays, 
2002): 
· En primer lugar, las plantas carecen de una línea germinal. Los gametos se 
forman a partir de células meristemáticas indiferenciadas, normalmente tras 
completarse el ciclo de vida de la planta. Por lo tanto, las mutaciones surgidas en 
células somáticas pueden verse representadas en futuros gametos (Walbot, 
1985). Además, éstos son el producto de varias generaciones de crecimiento 
somático con exposición contínua a mutágenos endógenos y exógenos, lo que se 
traduce en múltiples oportunidades de error en la replicación (Hays, 2002). 
· En segundo lugar, la rigidez de la pared celular de los tejidos vegetales impide el 
desarrollo de análogos de los tumores metastásicos que se forman en las células 
de mamífero. De esta forma, las plantas no requieren determinados puntos de 
control celular, ni respuestas de apoptosis. De hecho, se ha propuesto que las 
plantas pueden tolerar algunas deficiencias en el mantenimiento del genoma que 
en mamíferos provocarían respuestas apoptóticas letales.  
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Así pues, es posible que, por una parte, algunas actividades destinadas a 
mantener el genoma sean más intensas en plantas que en otros organismos, y por otra, 
que el análisis genético detallado de las respuestas celulares eucarióticas al daño en el 
ADN sea más sencillo de realizar en plantas que en animales (Hays, 2002). 
7. Reparación por escisión de bases en Arabidopsis thaliana 
Ya se ha mencionado que los avances en los estudios de mecanismos de 
respuesta al daño en el ADN en plantas han sido importantes en los últimos años, 
particularmente en la enzimología de la reparación por escisión de bases (BER) (ver 
apartado 4.4). Si bien en plantas no se conocía hasta hace pocos años el BER con tanta 
exactitud como en animales o bacterias, en varios estudios se han identificado proteínas 
implicadas en esta ruta en plantas, especialmente en A. thaliana. Gracias a los estudios 
del BER realizados en A. thaliana se ha descubierto que esta ruta de reparación no sólo 
cumple un papel crucial en la protección del genoma de la planta, sino que además 
constituye un nuevo mecanismo de reprogramación epigenética. 
7.1. La ruta BER y la protección del genoma de Arabidopsis thaliana 
Entre los componentes del BER estudiados en A. thaliana se encuentran tanto 
ADN glicosilasas que eliminan lesiones específicas y comunes en el genoma de plantas, 
como proteínas adicionales que participan en pasos posteriores del BER y que son 
esenciales para completar el proceso de reparación. 
A. thaliana posee varias ADN glicosilasas para reparar bases oxidadas (Roldan-
Arjona & Ariza, 2009). NTH1 es un homólogo estructural y funcional de la enzima Nth de 
E. coli (también conocida como Endo III), que actúa sobre diferentes tipos de pirimidinas 
oxidadas. Es una glicosilasa bifuncional, capaz de escindir urea y timinglicol de ADN 
bicatenario y de actuar como AP liasa en sustratos de ADN irradiados con luz UV y rayos 
γ (Roldan-Arjona et al, 2000). Una lesión frecuente como resultado del daño oxidativo 
sobre la guanina es la 8-oxoG. La reparación de esta lesión se lleva a cabo por ADN 
glicosilasas de dos familias estructurales diferentes: Fpg (también denominada MutM, 
ver apartado 5.2.2) y Ogg1 (de la familia HhH-GPD, ver apartado 5.2.4). En un principio se 
creyó que la familia Fpg era exclusiva de bacterias y la familia Ogg1 de eucariotas y 
arqueas, hasta que se descubrió que ambas cuentan con homólogos estructurales y 
funcionales en A. thaliana (Cordoba-Canero et al, 2014; Dany & Tissier, 2001; Garcia-Ortiz 
et al, 2001; Ohtsubo et al, 1998). 
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Como se indicó anteriormente, el uracilo que aparece en el ADN como 
consecuencia de la desaminación espontánea de la citosina genera mutaciones (ver 
apartado 3.1). La principal ADN glicosilasa encargada de eliminar el uracilo en A. thaliana 
es UNG. Las plantas mutantes para este gen experimentan una acumulación de uracilo 
en su genoma debido a su incapacidad de eliminar de esta lesión de su ADN. Si bien 
estas plantas son morfológicamente normales, muestran un aumento de la resistencia 
al 5-fluorouracilo, que favorece la incorporación errónea de dUMP al ADN (Córdoba-
Cañero et al, 2010). UNG es una ADN glicosilasa monofuniconal cuyo producto de 
reacción es un sitio abásico (AP). Se ha demostrado que tras la escisión de uracilo, el 
sitio abásico resultante es procesado por la endonucleasa ARP. Las plantas mutantes 
deficientes en ARP crecen con normalidad, pero son hipersensibles al 5-fluorouracilo 
(Babiychuk et al, 1994; Córdoba-Cañero et al, 2011). La enzima encargada de finalizar el 
proceso de reparación es la ADN ligasa I, tanto en el short-patch como long-patch (ver 
apartado 4.4). Se ha demostrado que las plantas deficientes en Lig1 muestran una 
reducción muy significativa en su capacidad de eliminación de uracilo mediante BER 
(Córdoba-Cañero et al, 2011). 
7.2. La ruta BER y la reprogramación epigenética de Arabidopsis thaliana 
En A. thaliana se han descubierto ADN glicosilasas específicas de plantas que 
eliminan 5-meC. Pertenecen a la superfamilia HhH-GPD y están agrupadas en la familia 
DML (DEMETER-LIKE), cuyos miembros fundadores son las enzimas DME (DEMETER) y 
ROS1 (REPRESSOR OF SILENCING 1). Estas enzimas, sin equivalentes en células 
animales, actúan como desmetilasas iniciando una ruta de escisión para borrar la 
metilación del ADN (Choi et al, 2002; Gong et al, 2002; Morales-Ruiz et al, 2006; Ortega-
Galisteo et al, 2008). 
DME se expresa fundamentalmente en la célula central del gametofito femenino, 
donde se requiere para la expresión de los alelos maternos de genes improntados (ver 
apartado 8.3.1). Las plantas mutantes dme presentan alteraciones en su desarrollo y 
producen un menor número de silicuas, siendo la mayoría de sus semillas abortivas 
(Choi et al, 2002). Las plantas mutantes ros1 muestran anormalidades en su desarrollo 
vegetativo, con un crecimiento más lento, menor producción de silicuas y una alta 
proporción de semillas abortivas (Gong et al, 2002). Además de DME y ROS1, el genoma 
de Arabidopsis codifica dos parálogos adicionales, DML2 y DML3 (DEMETER-LIKE 2 y 3) 
(Choi et al, 2002). Los mutantes dml2 y dml3 no muestran ninguna alteración fenotípica 
obvia bajo condiciones de crecimiento normales pero presentan cambios en sus 
patrones de metilación (Ortega-Galisteo, 2008). 
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ROS1 ha sido analizada bioquímicamente en profundidad. Así, se sabe que es una 
enzima poco procesiva (Ponferrada-Marin et al, 2009) y que se une de forma no 
específica al ADN (Ponferrada-Marin et al, 2010). Presenta un dominio catalítico 
discontínuo sin precedentes en otras ADN glicosilasas, del cual se han identificado 
algunos aminoácidos implicados en el reconocimiento de la 5-meC y la catálisis 
(Ponferrada-Marin et al, 2011). Se ha demostrado que ROS1 se desliza sobre el ADN 
interrogándolo activamente, intercalándose en la doble hélice para reconocer y escindir 
la 5-meC (Parrilla-Doblas et al, 2013; Ponferrada-Marin et al, 2012). 
Las proteínas de la familia ROS1/DME son ADN glicosilasas bifuncionales, así tras 
la escisión de la base, rompen el sitio abásico resultante, generando un hueco 
flanqueado por extremos 3’-P y 5’-P. El extremo 3’-P producto de esta reacción ha de ser 
procesado para que la ruta de desmetilación pueda ser completada. Se han identificado 
proteínas con actividad fosfatasa, como ZmDP2, una proteína de maíz que fue la 
primera enzima de plantas identificada con actividad sobre extremos 3’-P. El homólogo 
de ZmDP2 en Arabidopsis es ZDP (zinc finger DNA 3' phosphoesterase), una proteína 
modular con un dominio 3’-fosfatasa y un dominio de unión al ADN (Petrucco et al., 
2002). Se ha demostrado que ZDP actúa a continuación de ROS1, sustituyendo el grupo 
3’-P por un 3’-OH y permitiendo así que una ADN polimerasa inserte una citosina no 
metilada (Martinez-Macias et al, 2012). Recientemente se ha mostrado que la proteína 
APE1L, una endonucleasa apurínica/apirimídica, también actúa a continuación de 
ROS1/DME en esta ruta de desmetilación activa por una vía independiente de ZDP (Li et 
al, 2015). Además, la proteína XRCC1 (x-ray cross-complementing group protein 1) 
participa en varias etapas del proceso de desmetilación, estimulando la actividad de 
ROS1 y ZDP y facilitando la etapa final de ligación (Martinez-Macias et al, 2013). 
8. Metilación de ADN en plantas 
La metilación de la citosina en el carbono C5 (5-meC) es una modificación 
epigenética que se encuentra asociada a la inhibición de la expresión génica (Bird, 
2002). Está presente en el genoma de diversos organismos eucarióticos, incluyendo 
vertebrados, plantas y algunos hongos (Bender, 2004b; Bird, 2002). Al igual que ocurre 
en el resto de plantas superiores y en muchos animales, una parte significativa del 
genoma de Arabidopsis se encuentra metilado (Chan et al, 2005). Ello la convierte en un 




8.1. Distribución de la metilación en el genoma 
En animales, la metilación del ADN está restringida en su mayor parte a 
secuencias simétricas CpG (Ehrlich et al, 1982), está distribuida de forma generalizada y 
afecta a ADN codificante y no codificante (Jones & Takai, 2001). En plantas, la 
metilación afecta principalmente al genoma nuclear y se localiza mayoritariamente en 
regiones heterocromáticas con abundancia en secuencias repetitivas, tales como 
centrómeros y telómeros, así como elementos transponibles (Finnegan et al, 1998). 
También existe metilación en la zona codificante de los genes, donde ejerce un papel 
importante en el control de la expresión génica (Bender, 2004) (Figura 10). A diferencia 
de los animales, además de poseer metilación en secuencias simétricas CpG las plantas 
tienen niveles significativos de citosinas metiladas en el contexto simétrico CHG y en el 
asimétrico CHH (siendo H = C, A o T) (Henderson & Jacobsen, 2007). Arabidopsis thaliana 
presenta un 6 % de los residuos de citosina metilados (Finnegan & Kovac, 2000), los 
cuales representan aproximadamente el 24 %, 6.7 % y 1.7 % de las secuencias CpG, CHG 
y CHH, respectivamente (Cokus et al, 2008). 
 
Figura 10. Distribución de la metilación del ADN en el genoma de mamíferos y plantas. Ver 
explicación en el texto. Modificado a partir de Weber & Schubeler, 2007. 
8.2. Mecanismos de metilación del ADN 
La metilación del ADN es llevada a cabo por enzimas específicas denominadas 
ADN metiltransferasas que catalizan la transferencia de un grupo metilo desde la 
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S-adenosil-L-metionina (Adomet) al carbono 5 de la citosina. Los patrones de metilación 
del ADN son establecidos por ADN metiltransferasas de novo, que actúan sobre ADN 
bicatenario no metilado (Grace Goll & Bestor, 2005). La metilación en secuencias 
simétricas (CpG y CHG) se preserva durante los sucesivos ciclos de replicación por la 
acción de ADN metiltransferasas de mantenimiento, que muestran una preferencia por 
sustratos hemimetilados y modifican las citosinas simétricas presentes en la cadena de 
nueva síntesis (Bird, 2002; Finnegan et al, 1998; Kress et al, 2001). Los mecanismos de 
mantenimiento de la metilación en secuencias asimétricas (CHH) se desconocen, pero 
se considera que deben incluir una metilación de novo después de cada ronda de 
replicación. 
En mamíferos, la metilación de novo del ADN se establece durante la 
embriogénesis y es catalizada por las ADN metiltransferasas 3a y 3b (DNMT3a y 
DNMT3b) (Monk et al, 1987; Reik, 2007; Sasaki & Matsui, 2008). Durante la 
gametogénesis se requiere además la acción de DNMT3L (Goll & Bestor, 2005). El 
mantenimiento de los patrones de metilación depende de DNMT1, que tras la 
replicación semiconservativa del ADN, cataliza la metilación de la citosina en la cadena 
de nueva síntesis (Bird, 2002; Finnegan et al, 1998; Kress et al, 2001) (Figura 11). 
En plantas, la metilación de novo la llevan a cabo las proteínas DRM1 y DRM2 
(Domain Rearranged Methyltransferase 1 y 2). Éstas son las responsables del 
establecimiento inicial de la metilación en todos los contextos de secuencia y lo llevan a 
cabo mediante un proceso denominado metilación de ADN dirigida por ARN (RNA-
directed DNA methylation, RdDM) (Figura 11). La RdDM constituye uno de los 
mecanismos de silenciamiento génico agrupados bajo el término de interferencia 
mediada por ARN (RNA interference, RNAi) (Mathieu & Bender, 2004). El término ARN 
interferente se usó originalmente para describir el silenciamiento génico a nivel 
postranscripcional mediado por ARN bicatenario exógeno (Fire et al, 1998). Uno de los 
avances más significativos en los últimos años ha sido el descubrimiento de que la 
maquinaria celular de ARN interferente no sólo está implicada en el control génico a 
nivel postranscripcional, sino que también participa en el control transcripcional de la 
función génica, dirigiendo la deposición de diversas marcas epigenéticas en la 
cromatina. La RdDM, que fue detectada por primera vez en plantas, además de 
participar en el silenciamiento de transposones, regula genes con importancia para la 
fisiología y el desarrollo de la planta (Matzke et al, 2007; Matzke & Birchler, 2005). 
En plantas el mantenimiento de la metilación en secuencias CpG se lleva a cabo 
por MET1, ortólogo de DNMT1. Su actividad es necesaria para mantener la metilación 
durante la esporogénesis y la gametogénesis (Kankel et al, 2003; Saze et al, 2003). No 
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obstante, MET1 también está implicada en la metilación de novo dirigida por ARN, 
colaborando con DRM1 y DRM2 (Aufsatz et al, 2004). Además, la proteína MET1 es la 
principal responsable del silenciamiento en regiones heterocromáticas, previniendo la 
reactivación de transposones (Zhang et al, 2006). En plantas, existen proteínas 
adicionales implicadas de forma indirecta en el proceso de metilación, como el factor 
remodelador de la cromatina DDM1 (Decrease in DNA Methylation 1) (Bender, 2004), y la 
histona desacetilasa 6 (HDA6) (Kurdistani & Grunstein, 2003) (Figura 11).  
La metiltransferasa CMT3 (chromodomain methyltransferase 3) participa en la 
metilación de mantenimiento en secuencias simétricas CHG (Lindroth et al, 2001) y 
metila preferentemente transposones (Tompa et al, 2002). CMT3 interacciona con la 
histona H3 en su extremo N-terminal una vez que las lisinas 9 y 27 de la histona H3 han 
sido previamente metiladas (Cao & Zhang, 2004). El mantenimiento de la metilación en 
secuencias CHG de regiones eucromáticas también depende de DRM1 y DRM2 (Cao & 
Jacobsen, 2002; Chan et al, 2004) y de ARN pequeños de interferencia (ARNip) que 
dirigen la metilación a secuencias concretas (Chan et al, 2005) (Figura 11). 
La metilación en el contexto asimétrico CHH no depende de ADN 
metiltransferasas de mantenimiento, sino que debe ser establecida de novo tras cada 
ciclo de replicación por las enzimas DRM1 y DRM2 (Matzke & Birchler, 2005) (Figura 11) 
y también es dirigida por ARNip (Chan et al, 2005). 
8.3. Funciones de la metilación 
El establecimiento y mantenimiento de patrones específicos de metilación en el 
ADN es una característica general del desarrollo en animales y plantas, y se ha 
demostrado que desempeña un papel fundamental en múltiples procesos biológicos. A 
continuación se resumen algunas de las funciones más relevantes de la metilación en 
plantas. 
8.3.1. Impronta genética 
La impronta genética es un mecanismo epigenético de regulación génica en el 
que uno de los dos alelos se expresa mientras que el otro permanece silenciado, en 
función de su procedencia parental (Hsieh & Fischer, 2005). En la impronta genética la 
metilación del ADN es esencial debido a la función que desempeña en el silenciamiento 
génico transcripcional. 
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Figura 11. Factores responsables del establecimiento y mantenimiento de los patrones de 
metilación del ADN en mamíferos y plantas. 
En plantas, la interacción entre la descendencia y el genoma materno tiene lugar 
en el endospermo, donde se observa impronta genética en varios genes implicados en el 
desarrollo y en la viabilidad de las semillas (Adams et al, 2000; Gehring et al, 2004). En 
Arabidopsis, existen tres genes, FWA, MEA y FIS2, en los que el alelo paterno está 
silenciado, y que requieren la acción de la ADN glicosilasa DEMETER (DME) (ver 
apartado 7.2) para ser expresados a partir del alelo materno en la célula central del 
endospermo (Choi et al, 2002; Jullien et al, 2006b; Kinoshita et al, 2004). El 
silenciamiento del alelo paterno en los genes FWA y FIS2 se lleva a cabo por la ADN 
metiltransferasa MET1 (Jullien et al, 2006b); en el caso del gen MEA se requiere además 
la metilación de la lisina 27 de la histona H3 (Gehring et al, 2006; Jullien et al, 2006a). 
8.3.2. Protección frente a elementos transponibles 
Los elementos transponibles o transposones son secuencias de ADN capaces de 
de cambiar de posición en el genoma, pudiendo originar cambios en su estructura, al 
favorecer la recombinación ectópica (Kato et al, 2003), o alteraciones de la expresión de 
genes cercanos, que pueden llegar incluso a silenciarse (Lippman et al, 2004). Los 
elementos transponibles se encuentran ampliamente distribuidos en el genoma de la 
mayor parte de eucariotas. 
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Las plantas metilan los transposones como un mecanismo de defensa frente a su 
proliferación gracias al sistema de metilación dirigida por ARN (Matzke & Birchler, 2005; 
Yoder et al, 1997) (ver apartado 8.2 acerca de la RdDM). En Arabidopsis, existe un bajo 
nivel de transposición que aumenta en mutantes DDM1 (Singer et al, 2001), generándose 
fenotipos inviables debido a las inserciones de transposones en genes esenciales 
(Hirochika et al, 2000; Miura et al, 2001). Además de la metilación de ADN, existen 
cambios adicionales en la estructura de la cromatina que se encuentran asociados al 
silenciamiento de transposones (Kato et al, 2003). 
8.3.3. Diferenciación celular y desarrollo 
La metilación del ADN es esencial para el establecimiento y mantenimiento de 
patrones estables de expresión génica durante las distintas etapas del desarrollo en 
plantas y animales. Ya sea de manera directa o indirecta, la metilación del ADN influye 
en la transcripción de genes que regulan la identidad celular durante etapas tempranas 
de la embriogénesis (Xiao et al, 2006). 
Plantas de Arabidopsis deficientes en MET1 presentan una reducción del 30-70 % 
en el contenido total de 5-meC en su genoma, y un desarrollo alterado que incluye 
cambios en la identidad de los meristemos y en el número de órganos, esterilidad 
femenina, así como una fase vegetativa y reproductiva prolongadas (Ronemus et al, 
1996). Además, la metilación participa en el control de los patrones de expresión de 
diferentes tejidos durante el desarrollo de la planta (Cubas et al, 1999). 
8.4. Desmetilación de ADN en plantas 
Las plantas, a diferencia de los animales, no llevan a cabo una desmetilación 
global del genoma del zigoto tras la fertilización ni una posterior remetilación durante el 
desarrollo embrionario, sino que, por el contrario, transmiten los patrones de metilación 
a la siguiente generación (Finnegan et al, 1998). Esta transmisión conlleva un 
incremento adicional de metilación en secuencias repetitivas que debe borrarse para 
eliminar posibles interferencias con la expresión de genes celulares cercanos 
(Penterman et al, 2007). Esto podría explicar porqué las plantas aparentemente poseen 
un mecanismo elaborado para eliminar el exceso de 5-meC de sus genomas (Ooi & 
Bestor, 2008). En Arabidopsis thaliana existen pruebas bioquímicas y genéticas de que la 
5-meC es eliminada de forma directa mediante un mecanismo de desmetilación activa, 
análogo a la reparación por escisión de bases (ver apartado 7.2). 
Existen estudios que muestran alteraciones en la metilación del ADN durante el 
desarrollo de la planta. Los niveles de metilación en tomate son menores en tejidos 
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inmaduros, comparados con tejidos maduros (Messeguer et al, 1991). Hay también 
evidencias sobre cambios en los patrones de metilación del ADN inducidos por estrés. 
En maíz, se observa un descenso significativo en la metilación del ADN en raíces tras 
tratamiento por frío (Steward et al, 2002). Estos resultados sugieren que los cambios en 
los patrones de metilación son importantes para el mantenimiento de la plasticidad o 
adaptabilidad del epigenoma, de manera que pueda responder eficientemente a señales 
del desarrollo o del medio ambiente (Zhu et al, 2007). 
Las pruebas más convincentes de alteración en los patrones de metilación 
durante el desarrollo de la planta proceden de los genes improntados en el endospermo. 
En Arabidopsis, los alelos paternos de los genes MEA, FIS2 y FWA se encuentran 
hipermetilados en el endospermo, mientras que los alelos maternos están 
hipometilados (ver apartado 8.3.1). 
9. Arabidopsis thaliana 
Arabidopsis thaliana es un miembro de la familia de las Brasicáceas (o Crucíferas) 
con una amplia distribución por las regiones templadas de Europa, Asia y Norte de 
América, aunque también se ha introducido con éxito en Norteamérica y Australia. Su 
hábitat natural son campos abiertos de suelos arenosos y bordes de caminos. 
9.1. Arabidopsis thaliana como organismo modelo en Genética 
Molecular 
A finales del siglo XIX aparece el primer artículo no taxonómico que menciona a la 
especie Arabidopsis thaliana (Braun, 1873), en el que se describe la existencia de una 
planta mutante. Posteriormente, Laibach describe a Arabidopsis como una planta con un 
número pequeño de cromosomas que podría ser utilizada en análisis citogenéticos 
(Laibach, 1907). 
Hay que esperar hasta 1943 y 1975, respectivamente, para que Laibach en 
Europa, y George Rédei en Estados Unidos propongan a Arabidopsis thaliana como 
organismo modelo (Meyerowitz, 2001). En la década de los 80, con la publicación del 
mapa genético y de artículos científicos que ponían de manifiesto su importancia para la 
investigación en fisiología, bioquímica y desarrollo de plantas, Arabidopsis comienza a 
tener una gran relevancia como sistema experimental (Meinke et al, 1998). En la 
actualidad, se publican una media de 24 artículos diarios que hacen mención a 
Arabidopsis thaliana (Bevan & Walsh, 2005). 
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Arabidopsis thaliana tiene una serie de características que la convierten en un 
modelo experimental atractivo (AGI, 2000), entre las que destacan: 
· El tamaño de su genoma que, en comparación con otras angiospermas, es 
relativamente pequeño. El tamaño del genoma de Arabidopsis es sólo 22 veces 
mayor que el de la bacteria Escherichia coli y 10 veces el de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae. La principal razón de su pequeño tamaño, en 
comparación con el genoma de otras plantas, es la menor cantidad de espacio 
intergénico y de secuencias repetitivas: casi el 80% del ADN nuclear codifica 
proteínas. 
· Arabidopsis tiene un ciclo de vida corto, que dura sólo de 6 a 8 semanas. 
Además, el crecimiento de la planta no es estacional y se pueden producir varias 
generaciones en un año, lo que facilita análisis genéticos rápidos. 
· Es fácil de transformar con Agrobacterium tumefaciens. 
· Cada planta produce más de 5.000 semillas (Meinke et al, 1998), lo que junto a 
su pequeño tamaño, la convierten en un organismo ideal para experimentos de 
mutagénesis. 
· Se autofecunda, permitiendo así el mantenimiento de líneas homocigóticas. 
Cuando es necesario, es posible la intervención en la polinización mediante la 
realización de cruces dirigidos. 
· Existe un gran número de mutantes que han sido generados aplicando 
diferentes técnicas de mutagénesis. 
En las poblaciones naturales se han identificado diferentes ecotipos, es decir, 
poblaciones genéticamente diferenciadas en función de su distribución geográfica. No 
obstante, sólo dos de ellos (los denominados Columbia y Landsberg erecta) se han 
establecido como ecotipos estándar para estudios genéticos y moleculares (AGI, 2000). 
Arabidopsis está considerada como un modelo biológico para el estudio de 
muchos aspectos de la biología vegetal, al estar estrechamente relacionada con varios 
miles de especies de plantas con las que comparte un ancestro común de 150 millones 
de años de antigüedad (Somerville & Koornneef, 2002). Así, por ejemplo, una 
comparación entre el proteoma de Arabidopsis y el de la planta de arroz (Oryza sativa) 
permite concluir que el 71 % de las proteínas predichas para esta última especie son 
similares a las proteínas de Arabidopsis (Bevan & Walsh, 2005; Somerville & Koornneef, 
2002). Por otra parte, y a pesar de que Arabidopsis thaliana y Homo sapiens divergieron 
hace 1.600 millones de años, muchos descubrimientos relevantes para la salud humana 
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se han originado y/o han sido facilitados gracias a estudios realizados en Arabidopsis 
(Jones et al, 2008). 
9.2. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana 
Al igual que en la mayoría de las plantas el ciclo de vida de Arabidopsis se 
caracteriza por presentar alternancia de generaciones, con un esporofito diploide, que 
produce esporas por meiosis, y un gametofito haploide que produce gametos por 
mitosis (Figura 12). 
La generación gametofítica masculina comienza cuando células de la antera 
denominadas microesporocitos generan por meiosis microesporas haploides. Cada 
microespora se divide mitóticamente produciendo un grano de polen inmaduro con dos 
núcleos haploides; uno de ellos dirige el crecimiento del tubo polínico y el otro de divide 
para dar lugar a dos células espermáticas. El grano de polen maduro es el gametofito 
masculino. Por su parte, el ovario contiene células diploides denominadas 
megaesporocitos que por meiosis generan cuatro megaesporas haploides de las que 
sólo sobrevive una. Su núcleo se dividirá mitóticamente tres veces para generar 
8 núcleos haploides que forman el gametofito femenino, o saco embrionario. El saco 
embrionario es una estructura polarizada formada por seis células mononucleadas, una 
de las cuales se convertirá en la célula huevo, y una célula central binucleada (Weigel & 
Glazebrook, 2002). 
La fertilización de las plantas superiores se caracteriza por ser una doble 
fertilización (Chaudhury et al, 1998) que se inicia con el contacto del grano de polen con 
el estigma. El grano de polen desarrolla un tubo que migra por el estilo hasta llegar al 
saco embrionario. Una célula espermática se fusiona con la célula huevo del saco 
embrionario para formar el zigoto, que es diploide, poniendo fin a la generación 
gametofítica y originando el comienzo de la generación esporofítica (Fosket, 1994). La 
otra célula espermática se fusiona con la célula central binucleada del saco embrionario 
para formar el endospermo, que es triploide. Después de la fertilización, tanto el zigoto 
como el endospermo se dividen mitóticamente para formar respectivamente, el embrión 
y el tejido endospérmico, que alimentará al embrión en desarrollo tras la germinación. El 
resto de células haploides y la capa exterior del saco embrionario se endurecen para 
formar la envoltura de la semilla (Berger, 1999). Bajo condiciones adecuadas para la 
germinación, el embrión de Arabidopsis absorbe agua y se rehidrata con la semilla, hasta 




Figura 12. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. El ciclo de vida de A. thaliana es característico de 
las Angiospermas; tiene lugar una doble fertilización en la que una de las células espermáticas del 
grano de polen fertiliza la célula huevo del saco embrionario, dando lugar al embrión, y la otra 
fertiliza la célula central del saco embrionario para formar el endospermo. Modificado a partir de 
Baldwin, 2013a; Ruiz, 2007. 
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9.3. Morfología y etapas del crecimiento de Arabidopsis thaliana 
Como en la mayoría de plantas superiores, la raíz y el tallo de un individuo adulto 
de A. thaliana representan los ejes principales de la planta y están formados por varios 
tipos celulares (Figura 13). Los puntos de crecimiento de la raíz y el tallo se encuentran 
organizados en sus respectivos meristemos apicales, formados por un conjunto de 
células indiferenciadas que se dividen continuamente. 
Es posible hacer un seguimiento detallado del desarrollo y la morfología de 
Arabidopsis mediante un sistema estandarizado de etapas de crecimiento definidas, que 
abarca desde la imbibición de las semillas hasta la finalización de la floración y la 
maduración de las semillas (Boyes et al, 2001) (Tabla 1). Esta metodología permite 
además identificar e interpretar diferencias fenotípicas resultantes de variaciones 
genéticas y/o condiciones ambientales. 
Tabla 1. Etapas del crecimiento de Arabidopsis thaliana 
Etapa Descripción Días(1) 
0 
     0.1 
     0.5 
     0.7 
Germinación 
     Imbibición 
     Aparición de la radícula 






     1.0 
     1.02 
     1.03 
     1.04 
     1.05 
     … 
     1.14 
Desarrollo de las hojas 
     Cotiledones completamente abiertos 
     2 hojas de roseta > 1 mm de longitud 
     3 hojas de roseta > 1 mm de longitud 
     4 hojas de roseta > 1 mm de longitud 
     5 hojas de roseta > 1 mm de longitud 
     … 
     14 hojas de roseta > 1 mm de longitud 
 
6.0* 
10.3* / 12.5 
n.d. / 15.9 





     3.20 
     3.50 
     3.70 
     3.90 
Crecimiento de la roseta 
     La roseta tiene un 20 % del tamaño final 
     La roseta tiene un 50 % del tamaño final 
     La roseta tiene un 70 % del tamaño final 







     5.10 
Aparición de la inflorescencia 




     6.00 
     6.10 
     6.30 
     6.50 
     6.90 
Producción de flores 
     Primer flor abierta 
     10 % de las flores a producir abiertas 
     30 % de las flores a producir abiertas 
     50 % de las flores a producir abiertas 








     8.00 
Maduración de las silicuas 





Etapa Descripción Días(1) 
9 
     9.70 
Senescencia 
     Senescencia completa ; recolección de semillas 
 
n.d. 
(1) Valores promedio para plantas de ecotipo Columbia cultivadas en tierra 
con 16 h de luz (175 µmol·m-2·s-1, a 22 °C) y 8 h de oscuridad (a 20 °C). Las 
semillas se embebieron durante 3 días a 4 °C para sincronizar la germinación. 
Los valores señalados con “*” corresponden a plantas cultivadas en placa. 
“n.d.”, no determinado. 
Durante el crecimiento vegetativo (el periodo de crecimiento que precede a la 
floración) el meristemo apical del tallo forma hojas en una secuencia espiral. La 
transición desde la fase vegetativa a la reproductiva se encuentra bajo el control de 
múltiples factores, tanto endógenos (hormonas vegetales como las giberelinas, 
metabolitos, metilación de ADN) como ambientales (duración del día, temperatura) 
(Soppe et al, 2000). 
Cuando se inicia la fase reproductiva, en el meristemo apical del tallo comienza la 
formación de inflorescencias. Los botones florales empiezan a aparecer unas tres 
semanas después de la germinación, originando una progresión de flores y de frutos 
(silicuas). Filogenéticamente, la flor es una rama modificada que está constituida por 
cuatro verticilos (Figura 14): una capa externa de cuatro sépalos verdes, cuatro pétalos 
blancos, seis estambres que portan los gametos masculinos y un gineceo central o 
pistilo, formado por dos carpelos fusionados, que porta los gametos femeninos (Meinke 
et al, 1998). El pistilo está formado por el estigma o receptor del polen, el estilo y el 
ovario 
9.4. El genoma de Arabidopsis thaliana 
La Iniciativa Genómica de Arabidopsis, (Arabidopsis Genome Initiative, AGI) surgió 
en 1996 para facilitar la cooperación internacional en proyectos de secuenciación de 
esta planta modelo entre distintos laboratorios de Estados Unidos, Japón y Europa. Esta 
iniciativa culminó en el año 2000 (AGI, 2000), siendo Arabidopsis thaliana el tercer 
organismo eucariótico multicelular, después de Caenorhabditis elegans y Drosophila 
melanogaster, con un genoma completamente secuenciado (Bevan & Walsh, 2005). 
El genoma de Arabidopsis thaliana tiene un tamaño aproximado de 120 Mb, está 
organizado en 5 cromosomas y contiene unos 25.500 genes (AGI, 2000). La relación 
entre el tamaño del genoma y el número de genes indica que el número de secuencias 
no codificantes (regiones intergénicas, pseudogenes, y transposones) es bajo 
(Henderson & Jacobsen, 2007). Cuando se completó la secuencia del genoma de 
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Arabidopsis sólo un 10% del total de genes secuenciados tenían una función asignada 
experimentalmente (Alonso & Ecker, 2006). Para un 69 % se llevó a cabo una asignación 
provisional por similitud con secuencias presentes en otras especies. En la actualidad, el 
99.89 % de los loci de A. thaliana está anotado y manualmente revisado, siendo el 26 % 
de las anotaciones inferidas experimentalmente. Por contra, el 28 % de los loci aún no 
tiene una función molecular asignada (TAIR, 2015). 
 
Figura 13. Morfología de una planta adulta de Arabidopsis thaliana. Modificado a partir de Wijnker 




Figura 14. Esquema de una flor de Arabidopsis thaliana. En la figura se muestran los cuatro 
verticilos que forman parte de la flor (sépalos, pétalos, estambres y pistilo o gineceo). Modificado 
a partir de Berger, 2009. 
Una de las características principales del genoma de Arabidopsis es la presencia 
de un número significativo de genes y segmentos cromosómicos duplicados (Bevan & 
Walsh, 2005), lo que sugiere que durante su evolución han ocurrido varios fenómenos de 
duplicación. Se han propuesto hasta tres rondas de duplicación (Simillion et al, 2002; 
Ziolkowski et al, 2003), aunque todavía existe controversia en cuanto al número exacto y 
la fecha en las que han tenido lugar (Simillion et al, 2002). La poliploidía es un fenómeno 
que ocurre con frecuencia en plantas y es un factor clave en la evolución vegetal. Como 
la mayor parte del genoma de Arabidopsis está representado por segmentos duplicados 
(y no triplicados), se piensa que, al igual que el maíz, tiene un ancestro tetraploide (AGI, 
2000). El origen de tal ancestro tetraploide no está claro, y es posible que surgiera por 
hibridación de dos especies diferentes (alotetraploide) o bien por duplicación del 
genoma de una única especie (autopoliploide). 
10. La ADN glicosilasa MBD4 
10.1. Características generales 
MBD4 (Methyl-CpG-binding domain protein 4), también denominada MED1, es una 
ADN glicosilasa monofuncional de la superfamilia HhH-GPD (ver apartado 5.2.4) que 
escinde preferentemente T y U apareadas erróneamente con G en el contexto de 
secuencia CpG. Posee un dominio catalítico ADN glicosilasa en el extremo carboxilo, y 
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un dominio MBD (methyl-CpG-binding domain) de unión a regiones metiladas en el 
extremo amino (Hendrich et al, 1999) (Figura 15). 
 
Figura 15. Dominios de la proteína MBD4 humana y localización de los sitios de unión a otras 
proteínas con las que interacciona. Representación realizada a escala. Entre paréntesis se indica 
el rango de residuos implicados si se conocen, o el símbolo “?” en caso contrario. Ver descripción 
de las proteínas en los apartados siguientes. Modificado a partir de Sjolund et al, 2013. 
En organismos superiores hay indicios que relacionan esta enzima con procesos 
necesarios para el mantenimiento del genoma, como la ruta de reparación por escisión 
de bases (BER) (ver apartado 4.4), la reparación de apareamientos erróneos en el ADN 
(DNA Mismatch Repair, MMR) (ver apartado 4.2) y el control del ciclo celular en respuesta 
al daño en el ADN (Cortellino et al, 2003). Además, se han publicado trabajos que 
apuntan a una relación de esta glicosilasa con una ruta de desmetilación tanto activa 
como pasiva del ADN (Guo et al, 2011; Rai et al, 2008). Esto implicaría a MBD4 
adicionalmente en procesos de regulación epigenética. El carácter multifuncional de 
MBD4 ha despertado un gran interés en esta proteína, y en los últimos años se ha 
investigado con intensidad su posible implicación en un número creciente de procesos 
biológicos (Sjolund et al, 2013). 
10.2. Identificación 
Dos aproximaciones distintas llevaron, de forma independiente, a la identificación 
de MBD4 en mamíferos. En la primera, los genes MBD4 humano y de ratón se 
identificaron por homología de secuencia con el dominio MBD de MeCP2, una proteína 
humana que se une a 5-meC y que funciona como represor transcripcional (Hendrich & 
Bird, 1998). Se observó que la proteína MBD4 era capaz de unirse a 5-meC tanto in vitro 
como in vivo, por lo que la primera descripción funcional que se dio de ella fue la de 
“mediador de las consecuencias biológicas de la señal de metilación”. 
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En otro estudio independiente, MBD4 se identificó por su interacción con MLH1, 
detectada mediante la técnica de doble híbrido en levadura (Bellacosa et al, 1999). MLH1 
es un homólogo eucariótico de la proteína MutL de E. coli, que participa en el mecanismo 
de reparación de apareamiento erróneos (ver apartado 4.2). En este estudio se asignó 
incorrectamente a MBD4 una actividad endonucleasa y se relacionó con la reparación 
de apareamientos erróneos. 
10.3. Actividad catalítica 
10.3.1. Actividad sobre T y U apareados con G 
La proteína MBD4 humana cataliza la eliminación de timina o uracilo 
incorrectamente apareados con guanina, con una cierta preferencia por el contexto CpG 
(Hendrich et al, 1999; Petronzelli et al, 2000a; Petronzelli et al, 2000b). Estas lesiones 
suelen originarse en el ADN por desaminación hidrolítica de 5-meC y C a T y U, 
respectivamente, y de no repararse tienen consecuencias mutagénicas (ver apartado 
3.1). También se ha observado la capacidad de MBD4 de escindir T apareada con 
O6-metilguanina (O6-meG), una lesión inducida por agentes metilantes (Cortellino et al, 
2003). 
10.3.2. Actividad sobre pirimidinas halogenadas 
MBD4 también es activa frente a pirimidinas halogenadas apareadas con guanina 
que resultan de procesos inflamatorios mediados por peroxidasas (como es el caso de 
5-clorouracilo y 5-bromouracilo) (Henderson et al, 2003; Valinluck et al, 2005), o que 
surgen como consecuencia de tratamientos de quimioterapia (5-fluorouracilo y 
5-yododeoxiuridina) (Aziz et al, 2009; Turner et al, 2006). 
10.3.3. Actividad sobre intermediarios de desmetilación activa 
Recientemente se ha demostrado que MBD4 es capaz de escindir in vitro 
5-hidroximetiluracilo (5-hmeU) en un contexto CpG (Hashimoto et al, 2012a; Hashimoto 
et al, 2012b; Morera et al, 2012). Se ha propuesto que el 5-hmU puede ser un 
intermediario en una ruta de desmetilación activa en mamíferos, donde la 5-meC es 
hidroxilada a 5-hmC por la digoxigenasa TET, posteriormente desaminada a 5-hmeU por 
la desaminasa AID y finalmente escindida por MBD4 o TDG en un proceso BER 
(Cortellino et al, 2011; Rai et al, 2008). Por otra parte, también hay indicios de que la 
5-meC podría ser desmetilada mediante un mecanismo alternativo: sería directamente 
desaminada a timina por AID/Apobec2b generando apareamientos T:G, que serían un 
sustrato válido para MBD4 y TDG promovidas por el factor no enzimático Gadd45 (Rai et 
47 
Tesis Doctoral  Ángel Ramiro Merina 
al, 2008). Finalmente, se ha descrito que MBD4 es capaz de escindir in vitro 
directamente 5-meC (Kim et al, 2009; Zhu et al, 2000), aunque con una eficiencia tan 
baja en comparación con los sustratos descritos anteriormente que se han planteado 
serias dudas sobre si esta actividad es biológicamente significativa.  
10.4. Funciones in vivo 
10.4.1. Supresión de mutagénesis 
Se ha comprobado que MBD4 disminuye las tasas de mutagénesis espontánea y 
retarda la progresión tumoral in vivo. Se han obtenido ratones deficientes en MBD4 
(mbd4-/- y mbd4+/-) que se desarrollaron con normalidad, pero que presentaron 2-3 veces 
más mutaciones C→T en secuencias CpG que los de genotipo silvestre. Aunque la 
ausencia de MBD4 no provocó por sí misma la formación de tumores, cuando se 
combinó con un fondo genético heterocigoto para el gen APC (Adenomatous Polyposis 
Coli, gen supresor de la poliposis adenomatosa familiar) causó una aceleración de la 
progresión del tumor (Millar et al, 2002; Wong et al, 2002). 
10.4.2. Mutaciones en tumores 
Aunque a pequeña escala, se han publicado estudios en los que se detectó una 
proporción elevada de mutaciones en el gen MBD4 en tumores colorectales que 
presentan inestabilidad en secuencias microsatélite (microsatellite instability, MSI) 
(Sjolund et al, 2013). La MSI constituye una señal de un defecto en el sistema MMR, lo 
que conlleva la acumulación de pequeñas inserciones o deleciones durante la 
replicación del ADN, y se da con mayor frecuencia en genes que contienen secuencias 
ricas en pares A:T (polyA tracts) (Giannini et al, 2002). El gen MBD4 humano contiene una 
de tales secuencias en el exón 3, y su alteración origina una versión truncada de la 
proteína sin actividad glicosilasa. Esta versión mutante compite con la versión silvestre 
de MBD4 por los sitios CpG, inhibiendo la reparación de los apareamientos T:G y U:G 
(Bader et al, 2007). Se ha propuesto que esta alteración puede afectar a la estabilidad 
genómica y ser significativa en la progresión tumoral. 
10.4.3. Interacción con MLH1 
El sistema MMR (ver apartado 4.2) repara los apareamientos erróneos, 
inserciones y delecciones generados durante la replicación del ADN y es capaz de 
distinguir la cadena parental de la recién sintetizada. Por otro lado, aunque MBD4 se 
expresa durante todas las fases del ciclo celular en humanos no es la principal enzima 
responsable de la reparación de los apareamientos erróneos T:G durante la fase S del 
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ciclo celular (Hardeland et al, 2007), precisamente cuando es más activo el sistema 
MMR. En base a estos datos, y dada la interacción de MBD4 con la proteína MLH1 del 
MMR (Figura 15), se ha propuesto la hipótesis de que MBD4 es “secuestrada” por MLH1 
durante la replicación del ADN para evitar la reparación de los apareamientos erróneos 
T:G cuando la timina está en la cadena parental y por tanto constituye la base correcta 
(Sjolund et al, 2013). 
10.4.4. Relación con la apoptosis 
Varias proteínas del sistema MMR, entre ellas MLH1, han sido vinculadas 
funcionalmente con los procesos de apoptosis. Las células deficientes en MMR son 
resistentes a agentes metilantes, acumulando lesiones como la O6-meG, que al no ser 
reparada genera apareamientos O6-meG:T. Estos apareamientos normalmente son 
reconocidos por el MMR y conllevan la parada del ciclo celular y la inducción de 
apoptosis. Dado que MBD4, además de su interacción con MLH1, es capaz in vitro de 
escindir T apareada con O6-meG, esto ha despertado interés por determinar el posible 
papel de MBD4 en el control del ciclo celular en respuesta al daño en el ADN. Se ha 
comprobado que células de ratón deficientes en MBD4 tienen niveles reducidos de 
proteínas del MMR y una menor respuesta apoptótica al tratamiento con agentes 
citotóxicos (Cortellino et al, 2003; Sansom et al, 2003). 
Otros indicios del posible papel de MBD4 en la apoptosis son su interacción con la 
proteína proapoptótica FADD (Fas-associated death domain protein), observada en células 
de ratón (Screaton et al, 2003), y con la ADN metiltransferasa DNMT1, observada en 
embriones de Xenopus (Ruzov et al, 2009) (Figura 15). FADD es un adaptador que facilita 
la unión de caspasas iniciadoras de apoptosis con receptores del factor de necrosis 
tumoral (Lee et al, 2012). La función principal de DNMT1 es el mantenimiento de los 
niveles de metilación en el ADN (ver apartado 8.2). Su ausencia provoca en ratones 
hipometilación, activación de la transcripción y muerte en la fases embrionarias 
tempranas asociada con activación de apoptosis (Takebayashi et al, 2007). En ambas 
interacciones MBD4 parece formar un complejo con MLH1, y se ha observado que 
MBD4 era necesaria para desencadenar la muerte celular programada en las 
condiciones de daño en el ADN analizadas. 
10.4.5. MBD4 y la metilación de ADN 
MBD4 se une preferentemente a lesiones en sitios CpG hemimetilados, aunque 
también es capaz de procesar lesiones en sitios CpG no metilados (Hendrich et al, 1999; 
Turner et al, 2006). La preferencia de la enzima por el contexto CpG no le viene dada por 
su dominio MBD, puesto que en ensayos in vitro tanto la proteína completa como una 
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versión truncada conteniendo únicamente el dominio glicosilasa mostraron la misma 
preferencia por un contexto CpG al escindir varias bases modificadas y/o 
incorrectamente apareadas (Petronzelli et al, 2000a). 
El ADN de la heterocromatina es rico en sitios CpG metilados y muy susceptible a 
originar apareamientos T:G por desaminación de la 5-meC (ver apartado 3.1). Se ha 
comprobado que MBD4 se localiza en regiones heterocromáticas in vivo (Hendrich & 
Bird, 1998), y que es capaz de procesar apareamientos T:G en nucleosomas in vitro 
(Ishibashi et al, 2008). Además de con DNMT1 (ver apartado anterior), MBD4 
interacciona con DNMT3b (Boland & Christman, 2008) (Figura 15), que tiende a 
localizarse en heterocromatina. Por todo ello, se especula con la idea de que la 
interacción de MBD4 con DNMT3b permitiría a la glicosilasa digirir su actividad de 
reparación a la heterocromatina y proteger al ADN de la acumulación de mutaciones en 
estas regiones. Otra posibilidad, que no excluye a la anterior, es que MBD4 desempeñe 
algún papel en una ruta de desmetilación activa basada en la desaminación de la 5-meC 
a T y su posterior excisión en un proceso BER, coordinando su actividad glicosilasa con 
la de otras enzimas (ver apartado 10.3.3). En apoyo de esta hipótesis, se ha descrito que 
la sobreexpresión simultánea de de MBD4 y AID genera una desmetilación global en el 
pez cebra, y la ausencia simultánea de ambas proteínas causa una remetilación de 
ciertos genes y la acumulación de apareamientos T:G (Rai et al, 2008). 
Las proteínas MBD además de unirse a sitios CpG metilados juegan un papel 
importante en la represión transcripcional. MBD4 es la única proteína MBD con actividad 
glicosilasa, y desde su descubrimiento ha sido normalmente relacionada con la 
reparación del ADN y no con la represión transcripcional. Sin embargo, recientemente se 
ha observado que puede provocar dicha represión en los sitios CpG metilados gracias a 
su dominio MBD y su región central, por un mecanismo dependiente de una ruta 
mediada por histona desacetilasas (HDAC) (Kondo et al, 2005). Los autores de este 
trabajo hallaron que MBD4 interacciona con dos componentes de dicha ruta, Sin3A y 
HDAC1 (Figura 15), y asignaron a MBD4 una función represora en los promotores 
hipermetilados de ciertos genes típicamente silenciados en múltiples tipos de cáncer. 
10.4.6. Razones para llevar a cabo esta Tesis 
La naturaleza multifuncional de MBD4 en células de mamíferos plantea la 
cuestión de si existen proteínas homólogas que desempeñen un papel parecido en otros 
organismos. Se han identificado secuencias que codifican posibles proteínas similares a 
MBD4, con un dominio glicosilasa conservado en animales, hongos, plantas y 
heterocontos (Iyer et al, 2011). Como primer paso en la exploración de la relevancia de 
las proteínas MBD4 en eucariotas no animales, la presente Tesis Doctoral se ha 
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propuesto identificar, aislar y caracterizar las propiedades bioquímicas de un homólogo 
de esta enzima en Arabidopsis thaliana, estudiar su patrón de expresión en la planta, 
analizar el fenotipo de mutantes deficientes en MBD4, y examinar su efecto sobre la 






En esta Tesis se ha identificado un gen de la planta modelo Arabidopsis thaliana 
que codifica un posible ortólogo de MBD4. El objetivo principal del trabajo ha sido 
determinar si la proteína MBD4 de A. thaliana está implicada en el mantenimiento de la 
estabilidad del genoma de la planta. Se han establecido los siguientes objetivos 
específicos: 
1. Identificar un homólogo de MBD4 en Arabidopsis thaliana.
2. Caracterizar bioquímicamente la posible actividad ADN glicosilasa de la proteína
MBD4 in vitro, usando como sustrato diferentes lesiones localizadas en diversos
contextos de secuencia.
3. Análizar el patrón de expresión del gen MBD4 en diferentes tejidos y etapas del
desarrollo de la planta.
4. Identificar plantas mutantes deficientes en MBD4 y caracterizar su fenotipo.







1. Identificación y caracterización del gen MBD4 
1.1. Identificación de un homólogo de MBD4 en Arabidopsis thaliana 
Para determinar si el genoma de A. thaliana codifica un homólogo de MBD4 se 
llevó a cabo una búsqueda en bases de datos de secuencias de proteínas y nucleótidos, 
interrogándolas con la secuencia aminoacídica completa de la proteína MBD4 humana 
(ver Materiales y métodos, apartado 5.4.1). Se indentificó así el locus At3g07930, 
situado en el cromosoma 3, y que codifica una proteína de 445 aminoácidos (Figura 16). 
 
Figura 16. Esquema de la búsqueda de un homólogo de MBD4 en A. thaliana a partir de la 
secuencia aminoacídica de la proteína de humanos. Se indica un fragmento de la secuencia de 
aminoácidos de la proteína MBD4 de humanos (en rojo) y un fragmento de la región homóloga en 
la secuencia At3g07930.3 (en verde). 
Ésta proteína presentaba una similitud de secuencia significativa con la proteína 
MBD4 humana en la región correspondiente a su dominio catalítico, situado en el 
extremo carboxilo-terminal (Figura 17). 
1.2. Análisis de la secuencia de proteína codificada por el locus 
At3g07930 
La región C-terminal (residuos T306-L445) de la proteína codificada por el locus 
At3g07930 muestra una identidad de secuencia del 43 % con el dominio catalítico ADN 
glicosilasa de la proteína MBD4 humana (residuos K437-K576) (Figura 18). En esta 
región se hallan claramente conservados tanto el motivo característico de la 
superfamilia HhH-GPD (ver Introducción, apartado 5.2.4) como una serie de residuos 
clave para la actividad catalítica de la proteína MBD4 de vertebrados (ver apartado 
siguiente). 
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Figura 17.  Alineamiento de la secuencia aminoacídica codificada por At3g07930.3 y la proteína 
MBD4 humana. (A) Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los similares sobre 
gris claro. En rojo se señala el dominio catalítico. (B) Perfil de significación estadística del 
alineamiento, según el parámetro Absolute complexity del programa Vector NTI® AlignX. En rojo se 
señala el dominio catalítico. 
En cambio, el análisis de secuencia del extremo N-terminal no detectó similitud 
significativa con el dominio MBD, característico de las proteínas MBD4 de mamíferos, ni 
con cualquier otro dominio conservado en ninguna familia de proteínas. 
Entre todas las glicosilasas HhH-GPD conocidas, las proteínas de la subfamilia 
MBD4 son las que presentan un dominio ADN glicosilasa más corto (Wu et al, 2003; 
Zhang et al, 2011). Para descartar la posibilidad de que la proteína identificada en 
Arabidopsis perteneciese en realidad a otra subfamilia, se realizó un análisis filogenético 
comparando su secuencia C-terminal con el dominio catalítico de diversas ADN 
glicosilasas de la superfamilia HhH-GPD (ver Materiales y métodos, apartado 5.2). Este 
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análisis reveló que la proteína de Arabidopsis está más emparentada con miembros de la 
subfamilia MBD4 que con cualquier proteína de las demás subfamilias (Figura 19). El 
mismo resultado se obtuvo cuando se compararon secuencias completas (datos no 
mostrados). 
 
Figura 18. Conservación de secuencia del dominio ADN glicosilasa en homólogos de MBD4. (A) 
Alineamiento esquemático de las secuencias aminoacídicas completas de la proteína MBD4 de 
Arabidopsis thaliana y varios homólogos de vertebrados. Los dominios MBD se han coloreado en 
verde, y los dominios ADN glicosilasa en rojo, señalándose las posiciones de los residuos que los 
delimitan. (B) Alineamiento múltiple de las secuencias correspondientes al extremo C-terminal de 
la proteína MBD4 de A. thaliana y de las proteínas MBD4 de pollo, humana y de ratón (números de 
acceso en la Tabla 17 de Materiales y métodos). Los residuos que son idénticos en todas las 
secuencias se representan sobre fondo negro, los conservados sobre gris oscuro y los similares 
sobre gris claro. Los triángulos invertidos señalan la posición de residuos clave para la actividad 
ADN glicosilasa (ver Figura 20 B y Apartado 1.3). 
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Figura 19. Análisis filogenético de los dominios glicosilasa de la proteína MBD4 de Arabidosis y 
de otras ADN glicosilasas de la superfamilia HhH-GPD. Árbol filogenético radial elaborado a partir 
de un alineamiento múltiple de los dominios ADN glicosilasa de las proteínas pertenecientes a las 
subfamilias MBD4, OGG1, EndoIII/Nth, MutY y AlkA/MAG. Las diferentes subfamilias se indican 
sombreadas en color. El análisis incluyó homólogos MBD4 de A. thaliana, H. sapiens, M. musculus y 
G. gallus (números de acceso en la Tabla 17 de Materiales y métodos); homólogos MutY, 
EndoIII/Nth, OGG1 y AlkA/MAG de A. thaliana, H. sapiens, M. musculus, G. gallus, D. melanogaster, S. 
pombe, S. cerevisiae y E. coli (números de acceso en la Tabla 16 de Materiales y métodos). 
1.3. Elaboración de un modelo estructural del dominio ADN glicosilasa 
de la proteína MBD4 de Arabidopsis 
La elevada similitud de secuencia entre la región C-terminal de la proteína MBD4 
de Arabidopsis y las de vertebrados permitió construir un modelo estructural de su 
dominio ADN glicosilasa. Para ello se usaron como plantillas las estructuras cristalinas 
de los dominios glicosilasa de las enzimas MBD4 humana y de ratón unidos a un par T:G 
o un sitio AP (ver Materiales y métodos, apartado 5.3). El modelo muestra un dominio 
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glicosilasa con la estructura típica de las proteínas de la superfamilia HhH-GPD (Figura 
20). En el caso de la MBD4 de Arabidopsis, este dominio está formado por 10 α-hélices, e 
incluye como elementos clave un motivo HhH-GPD (ver Introducción, apartado 5.2.4) y 
una serie de residuos conservados implicados en el reconocimiento del sustrato y la 
catálisis. Estos elementos se encuentran en posiciones análogas a las que ocupan en 
las estructuras previamente publicadas de las proteínas MBD4 de mamíferos.  
El motivo HhH está conformado por las α-hélices 7 y 8 y la horquilla β situada 
entre ellas, y comprende los aminoácidos 399 a 418. El residuo D429, situado entre las 
α-hélices 9 y 10, se corresponde con el aspártico catalítico invariable de las glicosilasas 
HhH-GPD (Nash et al, 1996). Este aminoácido activa una molécula de agua que actúa 
como nucleófilo en el ataque al C´1 del azúcar. El modelo indica que D429 contactaría 
con el sitio abásico resultante de la escisión de la base. El residuo K337 se encuentra 
entre las α-hélices 2 y 3, en la misma posición que el R468 de la MBD4 humana, 
involucrado en el mecanismo de extracción del nucleótido con la lesión fuera de la doble 
hélice (nucleotide flipping). Este residuo penetra en el surco menor de la molécula de ADN 
y la torsiona, colocando la base diana en el bolsillo hidrofóbico de la enzima (Manvilla et 
al, 2012). Los aminoácidos L375, G376 y L377, que en el modelo contactan con la 
cadena complementaria del ADN, son idénticos a los que en la MBD4 humana 
contribuyen a la especificidad por la guanina como base enfrentada a la base diana 
(Manvilla et al, 2012). 
1.4. Distribución filogenética de los homólogos de MBD4 
El homólogo de MBD4 de Arabidopsis carece del dominio MBD, y al margen del 
dominio HhH-GPD no presenta otros dominios o motivos conocidos. Hasta la fecha se 
han caracterizado de forma experimental las proteínas MBD4 de Homo sapiens 
(Bellacosa et al, 1999; Hendrich & Bird, 1998), Mus musculus (Hendrich & Bird, 1998), 
Gallus gallus (Jost et al, 1995; Zhu et al, 2000), y en menor medida de Xenopus laevis 
(Ruzov et al, 2009) y Danio rerio (Rai et al, 2008). No se conoce con exactitud la 
distribución filogenética de las especies que poseen homólogos de esta enzima, ni se ha 
estudiado en detalle la presencia o ausencia del dominio MBD en cada uno de ellos. Para 
examinar ambas cuestiones se realizó una búsqueda de posibles homólogos de MBD4 
en eucariotas y se llevó a cabo un análisis de sus dominios estructurales (ver Materiales 
y métodos, apartado 5.4). Con la lista de secuencias identificadas se elaboró un árbol 
filogenético mostrando las especies en las que se presentan e indicando en cada caso la 
presencia o ausencia del domino MBD (Figura 21). 
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Figura 20. Modelo estructural del dominio catalítico de MBD4 de Arabidopsis. (A) Modelo 
estructural del dominio glicosilasa de MBD4 de A. thaliana (izquierda) y estructura cristalográfica 
de MBD4 de M. musculus (derecha, utilizada como plantilla para el modelado), unidas a un dúplex 
de ADN que contiene un sitio abásico. En azul, las α-hélices 7, 8 y la horquilla β que conforman el 
motivo HhH. En rojo, las demás hélices alfa. El dúplex de ADN se muestra en azul claro (cadena 
que contiene el sitio AP) y en verde (cadena complementaria). (B) Detalle del modelo estructural 
mostrando los aminoácidos críticos, representados como bastones y coloreados como en la 
Figura 18 B. Ver detalles en el texto. 
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El análisis de la distribución filogenética identificó secuencias MBD4 en especies 
de Viridiplantae (plantas verdes), Fungi (hongos) y Metazoa (animales). El dominio ADN 
glicosilasa de tipo Endo3c (HhH-GPD) está presente en todas las secuencias MBD4 
identificadas. Todas ellas comparten en el motivo HhH-GPD una secuencia de residuos 
G-x(3)-Y-x(2)-D-x(4)-F (siendo x cualquier aminoácido) que no se halla en otras 
glicosilasas HhH. A diferencia del dominio ADN glicosilasa, el dominio MBD se ha 
encontrado exclusivamente en las especies de metazoos del taxón Coelomata 
(celomados), y no se ha detectado en plantas ni hongos. La especie más lejanamente 
emparentada con la humana y que posee una proteína MBD4 con dominio MBD es un 
artrópodo, Ixodes escapularis. La presencia del dominio MBD es mayoritaria en cordados 
y está claramente conservada en peces, anfibios y mamíferos. En algunas especies de 
cordados el dominio MBD se ha perdido, aunque en ciertos casos su aparente ausencia 
puede deberse a una incorrecta anotación de la secuencia depositada en la base de 
datos. En conjunto, estos resultados sugieren que la subfamilia MBD4 es un grupo 
ancestral de ADN glicosilasas conservadas en plantas, hongos y animales, pero sólo en 
el último grupo su evolución se ha acompañado de la fusión a un dominio MBD. 
A continuación se realizó un análisis en profundidad de los homólogos de MBD4 
detectados en especies del clado Embryophyta (plantas terrestres) (Figura 22). Un 
alineamiento múltiple de las secuencias confirmó que la secuencia conservada entre 
distintas especies de plantas se reduce al dominio catalítico ADN glicosilasa, situado en 
el extremo C-terminal. Entre especies muy próximas, como A. thaliana y A. lyrata, existe 
similitud de secuencia en la región N-terminal, pero no se detectó ningún dominio 
funcional conocido. No obstante, en esta región los homólogos de algunas especies de 
dicotiledóneas presentan entre 3 y 9 repeticiones del motivo [VI]SPxh (x = cualquier 
aminoácido; h = residuo hidrofóbico), que puede constituir una diana de modficación 
postraduccional (Iyer et al, 2011). 
(Páginas siguientes) 
Figura 21. Distribución filogenética del dominio MBD en miembros de la subfamilia MBD4 de 
ADN glicosilasas. En la columna a la derecha, un cuadro gris señala aquellas secuencias que 
contienen un dominio MBD. Un cuadro blanco señala aquellas secuencias que sólo conservan el 
dominio HhH-GPD. En mayúsculas se indican algunos taxones como orientación al lector. Los 











Figura 22. Conservación de secuencia entre homólogos de MBD4 de plantas. (A) Alineamiento 
esquemático de las secuencias aminoacídicas completas de la proteína MBD4 de A. thaliana y de 
los homólogos de diversas especies de plantas. Los dominios HhH-GPD se han coloreado en rojo 
y se indican las posiciones de los residuos que los delimitan. Los bastones azules señalan los 
motivos [VI]SPxh. (B) Alineamiento múltiple de secuencias del extremo C-terminal de la proteína 
MBD4 de A. thaliana (aminoácidos 290-445) y las proteínas MBD4 de otras plantas. Los residuos 
idénticos en todas las secuencias se representan sobre fondo negro, los conservados sobre gris 
oscuro y los similares sobre gris claro. Los triángulos invertidos señalan la posición de residuos 
clave para la actividad ADN glicosilasa, coloreados como en la Figura 18 B y discutidos en el 
apartado 1.3. Los números de acceso de las secuencias incluídas están listados en la Tabla 17 de 
Materiales y métodos. 
El porcentaje de residuos idénticos en el dominio glicosilasa de las secuencias 
MBD4 de Embryophyta mostradas es del 29 %, y de un 55 % en el motivo HhH. El 
aspártico catalítico (D429 en A. thaliana) y dos residuos que contribuyen a la 
especificidad por la guanina como base apareada con la base diana (L375 y G376 en A. 
thaliana) están conservados en todas las secuencias. El residuo presuntamente 
involucrado en el mecanismo de torsión del nucleótido con la lesión (K337 en A. thaliana) 
varía en las secuencias identificadas, siendo L, K, C o R. No obstante, esta variabilidad es 
frecuente en las enzimas HhH (Manvilla et al, 2012). 
2. Expresión y purificación de la proteína MBD4 
Para el estudio in vitro de las propiedades de la proteína MBD4 de A. thaliana, se 
subclonó el ADNc del gen MBD4 en vectores apropiados (pET28c y pMAL-c2x) para su 
expresión heteróloga en E. coli, y su posterior purificación mediante cromatografía de 
afinidad. Para eliminar el riesgo de copurificar las proteínas recombinantes con la 
enzima UNG de E. coli, se empleó una estirpe ung- (Bennett et al, 2004). 
2.1. Expresión y purificación parcial de la proteína His-MBD4 
La secuencia de ADNc con el ORF completo de MBD4, contenida en el clon 
U83714 (Arabidposis Biological Resource Center), se insertó en el plásmido de expresión 
pET-28c(+), mediante digestión con EcoRI y SalI (Figura 23). La construcción resultante, 
denominada pET-MBD4, codifica una proteína recombinante (His-MBD4) con seis 
residuos de histidina añadidos en tándem a su extremo N-terminal. 
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Figura 23. Subclonación del ADNc del gen MBD4 en pET28c. Representación esquemática del 
ADNc del ORF completo de MBD4 y del vector pET-28c(+). Se indica la posición de las dianas de 
restricción empleadas para transferir el ADNc al vector y la posición de la inserción en el mismo. El 
sentido de las flechas indica el sentido de la transcripción. 
La expresión heteróloga de la proteína His-MBD4 en E. coli y su purificación por 
cromatografía de afinidad se llevaron a cabo en las condiciones descritas en Materiales 
y métodos (apartado 12.1). Se añadieron al medio de cultivo los aditivos Novagen® 
OnEx™ Solution para maximizar la expresión de proteína recombinante en forma soluble. 
Asimismo, la inducción de la expresión de la proteína recombinante con IPTG se realizó 
a 15 °C para provocar un plegamiento polipeptídico más lento y disminuir la agregación 
característica de moléculas incorrectamente plegadas (Bishai et al, 1987). 
Pese a estas precauciones, solo fue posible la purificación parcial de His-MBD4 
(Figura 24). La electroforesis de las fracciones eluidas de la columna cromatográfica 
revelo una banda tenue del tamaño esperado (55.9 KDa) (Figura 24, B) que fue la única 
detectada en un análisis Western blot con un anticuerpo monoclonal anti-His 
(Figura 24, C) (ver Materiales y métodos, apartado 14). Su identificación como His-MBD4 
se ratificó mediante un análisis de huella peptídica y espectrometría de masas en 




Figura 24. Purificación parcial de His-MBD4. (A) Esquema de la proteína recombinante His-MBD4, 
mostrando la posición del dominio glicosilasa en el extremo carboxilo y la cola de histidinas en el 
extremo amino. Se incluyen las posiciones de los residuos que delimitan los elementos indicados. 
(B) Electroforesis SDS-PAGE de las muestras obtenidas durante la purificación, teñidas con azul 
de Coomassie. M: marcador de peso molecular; 1: lisado celular antes de la inducción con IPTG; 2: 
lisado celular después de la inducción con IPTG; 3: fracción eluída de la columna HisTrapTM HP. 
(C) Análisis Western blot de las mismas muestras, utilizando un anticuerpo monoclonal frente a la 
cola de histidinas. 
2.2. Expresión y purificación de las proteínas MBP-MBD4 y MBP-
Δ290MBD4 
La secuencia de ADNc con el ORF completo de MBD4 y una secuencia más corta 
que codifica los residuos 291-445 (el extremo carboxilo, con el dominio catalítico) se 
subclonaron en el vector de expresión pMAL-c2x (Figura 25). En este plásmido el ADNc 
de interés se fusiona con el gen MalE, que codifica la proteína de unión a la maltosa 
(maltose binding protein, MBP) y facilita la posterior purificación de la proteína 
recombinante. Para la correcta inserción en fase de los ADNc en pMAL-c2x se realizaron 
sendas PCR de alta fidelidad a partir del clon U83714, en las que los cebadores 
utilizados incluían una diana de restricción EcoRI y una diana SalI. Los productos de 
PCR con los sitios de restricción añadidos se insertaron en primer lugar en el plásmido 
de ligación rápida pGEM®-T Easy. Tras la digestión con las enzimas de restricción 
correspondientes y la ligación de los fragmentos resultantes en el plásmido pMAL-c2x, 
se obtuvieron las construcciones pMAL-MBD4 (con el ORF completo de MBD4) y pMAL-
Δ290MBD4 (con la región que codifica los residuos 291-445). 
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Figura 25. Estrategia utilizada para la subclonación de MBD4 y Δ290MBD4 en pMAL-c2X. 
Representación esquemática de los ADNc del ORF completo de MBD4 y del extremo carboxilo 
(Δ290MBD4), y del vector pMAL-c2X. Se indica la posición de los cebadores utilizados para la 
sublonación en el plásmido pGEM®-T Easy, las dianas de restricción empleadas para transferir los 
ADNc al vector pMAL-c2X y la posición de la inserción en el mismo. El sentido de las flechas indica 
el sentido de la transcripción. 
La expresión heteróloga de las proteínas de fusión MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4 
en E. coli y su purificación por cromatografía de afinidad se llevaron a cabo en las 
condiciones descritas en Materiales y métodos, apartado 12.2). La inducción de la 
expresión con IPTG se realizó a 15 °C, con el mismo propósito que el descrito para His-
MBD4 (ver apartado anterior). A diferencia de His-MBD4, tanto MBP-MBD4 como MBP-
Δ290MBD4 pudieron purificarse hasta una aparente homogeneidad (Figura 26). En cada 
caso, la electroforesis de las fracciones obtenidas de la columna cromatográfica y su 
tinción con Coomassie reveló la presencia de una banda mayoritaria del tamaño 
esperado (93.6 y 60.7 KDa, respectivamente). Tras la diálisis de las fracciones, la 
concentración de proteína de fusión obtenida en forma pura fue de 1.11 mg/mL 





Figura 26. Purificación de MBD4 y Δ290MBD4 como proteínas de fusión a MBP. (A) Esquema de 
las proteínas recombinantes MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4, mostrando la posición del dominio 
glicosilasa en el extremo carboxilo (en rojo) y la proteína MBP en el extremo amino (en azul). Se 
incluyen las posiciones de los residuos que delimitan los elementos indicados. (B-C) Electroforesis 
SDS-PAGE de las muestras obtenidas durante la purificación de MBP-MBD4 (B) y MBP-Δ290MBD4 
(C), teñidas con azul de Coomassie. M: marcador de peso molecular; 1: lisado celular antes de la 
inducción con IPTG; 2: lisado celular después de la inducción con IPTG; 3: fracción eluída de la 
columna MBPTrapTM. 
3. Caracterización bioquímica de la actividad ADN glicosilasa 
de MBD4 in vitro 
Para el estudio in vitro de la actividad ADN glicosilasa de MBD4, las proteínas 
recombinantes purificadas se utilizaron en ensayos de incisión de oligonucleótidos (ver 
Materiales y métodos, apartado 17). El esquema de la Figura 27 resume gráficamente 
este tipo de ensayo. Salvo que se indique lo contrario, como sustratos se utilizaron 
diversos duplexos de ADN de 51 pb en los que la cadena superior, marcada con 
fluoresceína en su extremo 5’, contenía en cada caso un tipo concreto de base 
modificada (X) enfrentada a una G en la cadena complementaria. 
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Figura 27. Esquema del ensayo de actividad ADN glicosilasa. Representación esquemática del 
tipo de oligonucleótidos empleados como sustrato en el ensayo, del producto de la actividad 
glicosilasa y la posterior rotura de la cadena mediante tratamiento alcalino, y de la visualización de 
ambos mediante electoforesis en gel de poliacrilamida. Se indica el tamaño de ambas moléculas 
de ADN, el marcaje con fluoresceína en el extremo 5’ (en rojo) de la cadena que contiene la base 
dañana (“X”) y la apariencia aproximada de las bandas visibles en el gel con cantidades crecientes 
del producto de la reacción. 
3.1. Actividad T y U ADN glicosilasa de MBD4 
En los ensayos iniciales se comprobó que tanto MBP-MBD4 como MBP-
Δ290MBD4 presentaban actividad ADN glicosilasa frente a U o T enfrentadas a G 
(Figura 28). Ambas proteínas generaron un sitio abásico que fue cortado tras el 
tratamiento alcalino de los productos de reacción. La proteína completa mostró un nivel 
de actividad inferior al de la versión truncada, pero ambas presentaron una clara 





Figura 28. MBD4 y Δ290MBD4 escinden T y U enfrentados a G. Escisión de T y U por MBP-MBD4 
(A) o MBP-Δ290MBD4 (B). Se incubó 1 µM de proteína con 40 nM de un dúplex de ADN de 51 pb 
que contenía un apareamiento erróneo T:G o U:G, a 30 °C. Las reacciones se detuvieron en los 
tiempos indicados, se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y la cantidad 
relativa de sustrato procesado se cuantificó mediante fluorescencia. Izquierda, electroforesis en 
gel desnaturalizante de poliacrilamida. Derecha, porcentaje de sustrato procesado a lo largo del 
teimpo, calculado a partir de la intensidad de fluorescencia de las bandas detectadas en la 





3.2. Mutagénesis dirigida 
Aunque MBD4 y Δ290MBD4 se expresaron en una estirpe E. coli ung-, era 
necesario comprobar que la actividad glicosilasa observada era intrínseca a MBD4 y no 
procedía cualquier posible traza de proteína contaminante en la preparación. Para 
verificar esto se generó una proteína mutante Δ290MBD4, en la que el ácido aspártico 
catalítico del dominio glicosilasa (D429) fue reemplazado por alanina. Esta versión 
mutada se expresó y purificó en las mismas condiciones que su equivalente silvestre, 
MBP-Δ290MBD4. La proteína mutante, que se denominó MBP-D429A-Δ290MBD4, no 
presentó una actividad ADN glicosilasa apreciable (Figura 29). Este resultado confirmó 
que la actividad ADN glicosilasa detectada es intrínseca a MBD4.  
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Figura 29. Efecto de la sustitución del aspártico 429 sobre la actividad ADN glicosilasa de 
MBD4. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de las muestras de reacción. Se 
incubó un dúplex de ADN (40 nM) que contenía un apareamiento erróneo U:G con Δ290MBD4 
(silvestre), D429A-Δ290MBD4 (mutante) (1 µM) o tampón de reacción (control) durante 24 h a 
30 °C. 
3.3. Actividad glicosilasa monofuncional de MBD4 
A diferencia de las ADN glicosilasas bifuncionales (glicosilasas/liasas) que son 
capaces de romper el esqueleto azúcar fosfato del ADN tras catalizar la eliminación de 
la base dañada, la proteína MBD4 de mamíferos es monofuncional (Petronzelli et al, 
2000b). Los ensayos de incisión mostrados hasta ahora conllevan un tratamiento con 
NaOH a 95ºC previo a la electroforesis (ver Materiales y métodos, apartado 17.2) que no 
permite distinguir ambos tipos de actividades. Para confirmar el carácter monofuncional 
de la proteína MBD4 de Arabidopsis se realizaron ensayos de incisión en los que se 
omitió el tratamiento alcalino y se sustituyó bien por un calentamiento suave a 50 °C o 
por una incubación con NaBH4, en ambos casos para proteger el posible sitio AP 
generado (Figura 30). Los resultados muestran que en ambas condiciones no se 
generan productos de incisión, y que éstos sólo aparecen tras un tratamiento alcalino a 
alta temperatura capaz de romper sitios AP. Esto confirma que la enzima MBD4 de 
Arabidopsis es efectivamente una ADN glicosilasa monofuncional, es decir, que se limita 




Figura 30. La ADN glicosilasa MBD4 de Arabidopsis es monofuncional. (A) Esquema de los 
ensayos de reacción y del procesamiento de las muestras. Se incubó un dúplex de ADN (40 nM) 
que contenía un apareamiento erróneo U:G en ausencia (⓵) o en presencia (⓶, ⓷ y ⓸) de 
Δ290MBD4 (1 µM) durante 24 h a 30 °C. Después de la reacción de escisión, las muestras ⓵ y ⓶ 
se trataron con NaOH, y la muestra ⓸ con NaBH4. Previamente a la electroforesis, las muestras ⓵, 
⓶ y ⓸ se calentaron a 95 °C, y la muestra ⓷ a 50 °C. Las flechas discontínuas indican procesos de 
desnaturalización (en color negro, desnaturalizaciones completas; en color gris, parciales). (B) 
Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de las muestras de reacción. Los números 
de carril se corresponden con las muestras numeradas en el esquema superior. 
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3.4. La enzima MBD4 se une a su producto de reacción 
La actividad de MBD4 sigue una cinética bifásica, con un incremento rápido inicial 
de acumulación de producto seguido de una fase más lenta (ver Figura 28). Se decidió 
explorar si este hecho reflejaba una baja tasa de recambio causada por una lenta 
disociación de la enzima de su producto de reaccion. En primer lugar se llevaron a cabo 
experimentos con diferentes concentraciones de enzima (Figura 31). Los resultados 
mostraron que la amplitud de la fase inicial se correlacionaba con la concentración de 
enzima empleada, sugiriendo que la formación de producto está limitada por la 
concentración de MBD4. 
 
Figura 31. Cinética bifásica de la actividad glicosilasa de MBD4 en condiciones de cinética pre-
estacionaria. Diferentes concentraciones de la proteína Δ290MBD4 se incubaron 30 °C con un 
dúplex de ADN (40 nM) que contenía un apareamiento erróneo U:G. Las reacciones se detuvieron 
en los tiempos indicados, se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y la 
cantidad relativa de sustrato procesado se cuantificó mediante fluorescencia. 
Para investigar si este comportamiento era debido a una ineficiente disociación 
de la enzima del sitio AP generado como producto de la reacción, se llevó a cabo un 
ensayo de competición. Se incubó MBD4 y Δ290MBD4 en presencia o ausencia de un 
oligonucleótido de doble cadena no marcado que contenía un sitio AP sintético 
enfrentado a guanina (AP:G), y se midió la actividad sobre un sustrato U:G marcado 
(Figura 32). Para ambas proteínas recombinantes, la incubación con el dúplex AP:G 




Figura 32. La reacción catalizada por MBD4 se inhibe por el sitio AP generado como producto. 
Las proteínas MBD4 (círculos) o Δ290MBD4 (triángulos) (500 nM) se incubaron con un sustrato 
marcado con fluoresceína que contenía un sitio U:G (40 nM) en ausencia (negro) o en presencia 
(blanco) de un dúplex de ADN sin marcar que contenía un sitio AP sintético enfrentado G (AP:G). 
Las reacciones se detuvieron en los tiempos indicados, se separaron en un gel desnaturalizante 
de poliacrilamida al 12 % y la cantidad relativa de sustrato procesado se cuantificó mediante 
fluorescencia. Las barras de error representan la desviación típica de dos experimentos 
independientes. 
Para determinar si la inhibición de MBD4 está causada por su unión al sitio AP, se 
realizaron una serie de ensayos de retardo en gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay, 
EMSA) (ver Materiales y métodos, apartado 19). Se incubaron MBD4 y Δ290MBD4 con 
un oligonucleótido marcado con fluoresceína que contenía un sitio AP sintético 
enfrentado a guanina (AP:G) o un par correcto C:G (Figura 33). Ambas proteínas 
formaron un complejo específico con el dúplex de ADN que contenía el sitio AP, pero no 
con el homodúplex de ADN. 
Ensayos de unión realizados con la proteína mutante D429A-Δ290MBD4 (inactiva 
catalíticamente), confirmaron que el dominio catalítico de MBD4 no forma un complejo 
detectable con un dúplex de ADN que contiene un apareamiento erróneo U:G (Figura 34). 
Estos resultados confirman que MBD4 se une de forma específica y estable al sitio AP 
que genera como producto de la reacción y que dicha unión es independiente de la 
actividad catalítica de la enzima. 
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Figura 33. MBD4 se une de forma específica a ADN con un sitio AP. Cantidades crecientes de 
MBD4 o Δ290MBD4 se incubaron con un oligonucleótido marcado con fluoresceína que contenía 
un sitio AP sintético enfrentado a G (AP:G) o un par C:G (100 nM). Tras electroforesis en gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante, los complejos ADN-proteína se identificaron por su movilidad 
retardada comparada con la del ADN libre, tal como se indica a la derecha de la figura. 
 
Figura 34. La unión al sitio AP es independiente de la actividad catalítica de MBD4. La proteína 
mutante D429A-Δ290MBD4 (5 µM) se incubó con un oligonucleótido marcado con fluoresceína 
que contenía un sitio AP:G, un apareamiento C:G o un apareamiento erróneo U:G (100 nM). Tras 
electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante, los complejos ADN-proteína se 
identificaron por su movilidad retardada comparada con la del ADN libre, tal como se indica a la 




Figura 35. Las proteínas MBD4 completa y truncada se unen al sitio AP con distinta afinidad. 
Las proteínas MBD4 (panel superior) y Δ290MBD4 (panel central) (5 µM) se incubaron con un 
oligonucleótido marcado con fluoresceína que contenía un sitio AP:G (100 nM) y cantidades 
crecientes del mismo oligonucleótido, no marcado, como competidor. Tras electroforesis en gel 
no desnaturalizante, los complejos ADN-proteína se identificaron por su movilidad retardada 
comparada con la del ADN libre tal como se señalan en la figura, y se cuantificaron mediante 
fluorescencia. En la gráfica (panel inferior) se muestra el descenso de la cantidad relativa del 
complejo ADN-proteína observado para cada proteína en presencia de cantidades crecientes de 
competidor. Las barras de error representan la desviación típica de dos experimentos 
independientes. 
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Como ya se ha indicado, la proteína completa MBD4 presenta una menor 
actividad enzimática que la versión truncada carente de la región N-terminal 
(Δ290MBD4) (ver Figura 28). Esta menor actividad podría deberse a una mayor afinidad 
de unión al sitio AP generado como producto de la reacción, y por tanto a una menor 
tasa de recambio de la enzima completa. Para examinar esta cuestión se realizaron 
ensayos de unión de MBD4 a un heterodúplex AP:G marcado en competición con 
cantidades crecientes del mismo heterodúplex sin marcar (Figura 35). Los resultados 
mostraron que la afinidad relativa por el sitio AP es, de hecho, menor en la proteína 
completa MBD4 que en la versión truncada Δ290MBD4. Estos resultados indican que la 
región N-terminal de MBD4 no está implicada en la unión de la enzima al sitio AP y que 
dicha unión al producto no explica la menor actividad catalítica de la proteína completa 
en comparación con la proteína truncada. 
3.5. Análisis de la especificidad de sustrato de MBD4 
Seguidamente se exploró la especificidad de sustrato de MBD4, realizando 
ensayos de incisión con sustratos que contenían como base diana enfrentada a G 
distintos derivados de uracilo o citosina, portadores de diferentes sustituyentes en el C5. 
También se usó como control una purina dañada por oxidación (8-oxoguanina) 
enfrentada a C (Figura 36). Un primer análisis reveló que tanto MBD4 como Δ290MBD4 
eran incapaces de procesar a un nivel detectable 8-oxoG. Tampoco se detectó actividad 
apreciable sobre citosina ni sobre sus derivados 5-BrC, 5-meC o 5-HmeC. El análisis 
cinético confirmó que ambas proteínas presentan una actividad glicosilasa significativa 
sobre derivados halogenados, metilados y/u oxidados de uracilo. La preferencia 
catalítica por los distintos sustratos, ordenada de mayor a menor fue: 5-BrU > 5-FU >> U 
> T1 ≈ 5-HmeU ≈ 5-HU (Figura 37). La eficiencia catalítica relativa de la proteína truncada 
Δ290MBD4 es unas siete veces superior a la de la proteína completa MBD4, aunque 
ambas enzimas exhiben una preferencia de sustratos similar. 
1 La timina equivale a 5-meU (ver Figura 36, A), por lo que podría considerarse un derivado más del 
uracilo. 
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Figura 36. Actividad glicosilasa de MBD4 sobre un panel de distintos derivados de U y T. (A) 
Estructuras químicas de las bases usadas como diana en los distintos sustratos de ADN. (B) Las 
proteínas MBD4 (barras blancas) o Δ290MBD4 (barras grises) (1 µM) se incubaron a 30 °C 
durante 24 h con 40 nM de dúplex de ADN de 51 pb que contenía en la posición 29 de la cadena 
marcada con fluoresceína diferentes bases diana enfrentadas a G (o a C en el caso de la 8-oxoG). 
Los productos de reacción se separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y la 
cantidad relativa de sustrato procesado se determinó mediante fluorescencia. Las barras de error 
representan la desviación típica de dos experimentos independientes. 
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Figura 37. Eficiencia catalítica de MBD4 sobre distintos derivados de U y T. (A) Análisis cinético 
de la actividad de MBD4 (izquierda) y Δ290MBD4 (derecha) sobre distintos derivados de U y T 
enfrentados a G. Las reacciones se llevaron a cabo incubando a 30 °C MBD4 o Δ290MBD4 (1 µM) 
con cada sustrato (40 nM). Las reacciones se detuvieron a distintos tiempos, los productos se 
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, y la cantidad relativa de sustrato 
procesado se determinó mediante fluorescencia. (B) Valores de eficiencia catalítica relativa 
estimados a partir de los ensayos cinéticos (ver Materiales y métodos, apartado 17.4). Las barras 
de error representan la desviación típica de dos experimentos independientes. 
3.6. Efecto de la base enfrentada a la lesión 
A continuación se investigó el efecto que ejerce sobre la actividad de MBD4 la 
base que se encuentra enfrentada a la lesión (Figura 38). El dominio catalítico de MBD4 
exhibió una especificidad estricta por G en la cadena complementaria, ya que no se 




Figura 38. Efecto de la base apareada con la lesión sobre la actividad glicosilasa de MBD4. La 
proteína Δ290MBD4 (1 µM) se incubó a 30 °C durante 24 h con un dúplex de ADN (40 nM) que 
contenía en la cadena marcada una base diana (X=T o U) enfrentada a A, C, G o T en la cadena 
complementaria. Los productos de reacción se separaron en un gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 12 % y se detectaron mediante fluorescencia. 
3.7. Efecto del contexto de secuencia y del estado de metilación 
La estricta especificidad por G como base enfrentada a la base diana sugiere que 
un posible papel biológico de MBD4 es combatir las consecuencias de la desaminación 
espontánea de pares C:G y 5-meC:G, que genera apareamientos incorrectos U:G y T:G 
respectivamente. Para explorar esta idea, se examinó si la escisión de U y T catalizada 
por MBD4 está influenciada por el contexto de secuencia y su estado de metilación. La 
mayor parte de la metilación del ADN de mamíferos y plantas está restringida a 
secuencias CG, pero las plantas tienen además niveles significativos de citosina 
metilada en el contexto simétrico CHG (donde H es A, C o T) e incluso en secuencias 
asimétricas CHH (Cokus et al, 2008; Lister et al, 2008) (ver Introducción, apartado 8.1). 
Así pues, se incubó MBD4 o Δ290MBD4 con oligonucleótidos bicatenarios que 
contenían la base diana (X=T o U) enfrentada a G y localizada en distintos contextos de 
secuencia (XG, XHG o XHH). En el caso de las secuencias simétricas (XG y XHG) se 
examinó además si la escisión se veía afectada por el estado de metilación de la C en la 
cadena complementaria (Figura 39). Los resultados muestran que tanto la proteína 
completa como la truncada presentan un mayor nivel de actividad cuando la base diana 
se encuentra en un contexto XG, y que dicha actividad no se ve afectada por la 
metilación de la C en la cadena opuesta. 
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Figura 39. Efecto del contexto de secuencia y del estado de metilación sobre la actividad 
glicosilasa de MBD4. (A) Esquema de los sustratos utilizados en este ensayo, que contenían la 
lesión “X” (T o U, en rosa) en diferentes contextos de secuencia (bases en azul). Las proteínas 
MBD4 (B) o Δ290MBD4 (C) (1 µM) se incubaron a 30 °C durante 24 h con un oligonucleótido 
bicatenario (40 nM) que contenía un apareamiento erróneo T:G (izquierda) o U:G (derecha) en 
diferentes contextos de secuencia (XG, XHG y XHH). seguido de una citosina metilada (barras 
grises) o sin metilar (blancas) en la cadena complementaria. Los productos de las reacciones se 
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y la cantidad relativa de sustrato 
procesado se cuantificó mediante escaneo de la señal de fluorescencia. Las barras de error 
representan la desviación típica de dos experimentos independientes. 
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Para cuantificar con mayor precisión esta preferencia de contexto de secuencia 
se llevó a cabo un análisis cinético con la proteína completa MBD4 (Figura 40). Los 
resultados indican que MBD4 procesa los apareamientos U:G y T:G en el contexto XG 
con una eficiencia relativa aproximadamente dos veces mayor que la que presenta en 
secuencias XHG o XHH. En conjunto, estos resultados sugieren que la proteína MBD4 de 
Arabidopsis muestra una preferencia por aquellas secuencias más susceptibles (CG) de 
encontrarse metiladas en el genoma de la planta, y que dicha preferencia reside en el 
dominio catalítico, localizado en la región C-terminal de la enzima 
 
Figura 40. Eficiencia de la actividad glicosilasa de MBD4 en diferentes contextos de secuencia. 
Se incubó MBD4 (1 µM) a 30 °C con un oligonucleótido bicatenario (40 nM) que contenía un 
apareamiento erróneo T:G (izquierda) o U:G (derecha) en diferentes contextos de secuencia. Las 
reacciones se detuvieron a los 0, 30 min, 1, 2, 4, 7, 10 y 24 h, los productos se separaron en un gel 
desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y la cantidad relativa de sustrato procesado se 
cuantificó mediante fluorescencia. Los valores de eficiencia relativa se calcularon mediante ajuste 
a una cinética bifásica. Las barras de error representan la desviación típica de dos experimentos 
independientes. 
3.8. Efecto de la fosforilación de MBD4 
Se ha descrito que la fosforilación de la proteína MBD4 de mamíferos modula su 
actividad ADN glicosilasa (Kim et al, 2009). Para analizar el posible efecto de la 
fosforilación de MBD4 de Arabidopsis sobre su actividad enzimatica in vitro se preincubó 
la enzima con proteína quinasa C (PKC) en presencia o ausencia de ATP (ver Materiales 
y métodos, apartado 18), y a continuación se utilizó en ensayos de incisión con 
oligonucleótidos bicatenarios que contenían U, T o 5-meC enfrentados a G (Figura 41). 
Los resultados indican que la fosforilación de MBD4 de Arabidopsis no afecta a su 
actividad enzimática, al menos in vitro. 
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Figura 41. Efecto de la fosforilación de MBD4 sobre su actividad glicosilasa. Proteína MBD4 
(80 nM) tratada con PKC en presencia o ausencia de ATP se incubó a 30 °C durante 24 h con un 
oligonucleótido bicatenario (40 nM) que contenía en su cadena marcada un residuo de U, T o 
5-meC enfrentado a G. Los productos de reacción se separaron en un gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 12 % y la cantidad relativa de sustrato procesado se determinó mediante 
fluorescencia. Las barras de error representan la desviación típica de dos experimentos 
independientes. 
4. Análisis del patrón de expresión de MBD4 en diferentes 
tejidos y etapas del desarrollo de Arabidopsis thaliana 
La expresión del gen MBD4 se examinó mediante dos aproximaciones 
complementarias. Por una parte, se analizaron los niveles de ARNm mediante PCR 
cuantitativa (quantitative PCR, qPCR). Por otra parte, se estudió la actividad 
transcripcional del gen en plantas portadoras de una fusión del promotor de MBD4 al 
gen reportero GUS.  
4.1. Análisis de la expresión de MBD4 mediante qPCR 
Se cultivaron plantas de Arabidopsis (ecotipo Columbia) en condiciones estándar 
de crecimiento (ver Materiales y métodos, apartado 3.2) y se tomaron muestras de 
distintos tejidos en diferentes etapas del desarrollo. Para cada muestra se extrajo el 
ARN total, se sintetizó ADNc por transcripción inversa y se amplificó mediante PCR en 
tiempo real con cebadores específicos para el ADNc de MBD4. Como control interno se 
utilizó el gen ACTIN2 (ver Materiales y métodos, apartados 6.3, 8.5 y 8.6). Los resultados 
revelaron que MBD4 se expresa en todos los tejidos analizados y a lo largo de todo el 
desarrollo de la planta (Figura 42). Los niveles de transcrito detectados fueron 
significativamente mayores en los tejidos de plantas senescentes (plantas de 60 días), a 





Figura 42. Análisis mediante qPCR de la expresión de MBD4 en distintos tejidos y etapas de 
desarrollo de Arabidopsis. Se muestran valores relativos de expresión. El valor 1 se asignó 
arbitrariamente al nivel de transcrito detectado en hojas de roseta de plantas de 45 días. Las 
barras de error representan la desviación típica de 2 a 4 réplicas biológicas. Las muestras con 
letras distintas (a. b, c, o d) presentan diferencias significativas entre sí (p < 0.05) en un test Tukey-
Kramer. 
4.2. Análisis de la actividad del promotor de MBD4 por fusión al gen 
reportero GUS 
Para estudiar en detalle el patrón de expresión de MBD4 en los distintos órganos y 
tejidos de la planta a lo largo de su desarrollo, su promotor se fusionó al gen reportero 
GUS. Para ello, un fragmento de 2 kb que incluía la secuencia 5’ que precede al gen 
MBD4 y el codón de inicio de la fase abierta de lectura, se subclonó en el vector 
pMDC162 mediante digestión XbaI/XbaI (Figura 43). La construcción obtenida, pMDC-
MBD4, se usó para transformar Agrobacterium tumefaciens. La cepa de A. tumefaciens 
portadora de pMDC-MBD4 se utilizó para transformar plantas de A. thaliana (ecotipo 
Columbia) y de esta manera transferir el ADN-T con el promotor de MBD4 fusionado al 
gen GUS. Se aislaron 6 transformantes independientes, de los cuales 4 fueron 
analizados. Tras el cultivo de la descendencia de estas 4 plantas transformantes en 
placas con medio selectivo, se aislaron homocigotos para la inserción (ver Materiales y 
métodos, apartados 11.2 y 11.3). 
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Figura 43. Estrategia utilizada para fusionar el promotor de MBD4 al gen reportero GUS. 
Representación esquemática del fragmento del promotor de MBD4 subclonado en el vector 
pMDC162, y del ADN-T resultante con la fusión al gen GUS. F17A17 es un clon BAC (bacterial 
artificial chromosome) que contiene el ADN genómico completo de At3g07930. Se indica la 
posición de los sitios de restricción utilizados que delimitan el fragmento y de la inserción del 
mismo en el vector. El sentido de las flechas indica el sentido de la transcripción. 
Para estudiar la regulación traduccional del promotor de MBD4 se sembraron 
semillas procedentes de plantas homocigóticas para la inserción de ADN-T en placas 
con medio MS y en macetas con tierra. Se recogieron muestras de tejido (partes o 
plantas completas) a lo largo de su desarrollo, y se analizó el nivel de actividad beta-
glucuronidasa (GUS) mediante tinción histoquímica (ver Materiales y métodos, apartado 
22.1). Los resultados de las 4 líneas independientes analizadas fueron cualitativamente 
similares, aunque con diferencias en la intensidad global de la señal. En las figuras 
siguientes se muestran como representativos los obtenidos con una de dichas líneas. 
No se observó actividad GUS en las semillas maduras, pero una vez iniciada la 
germinación empezó a ser detectable en el embrión, que adquirió un color azul visible a 




Figura 44. Localización histoquímica de actividad GUS durante la germinación de plantas 
transgénicas portadoras de una fusión MBD4:GUS. (A) Semilla madura. (B) Semilla madura 
después de la imbibición a 4 °C. (C) 12 h después de la imbibición. (D) 24 h. (E) 48 h. 
Después de la germinación la actividad GUS se detectó en múltiples tejidos 
durante el desarrollo de las plántulas hasta alcanzar el estado adulto (Figura 45). Los 
niveles más altos de actividad GUS se detectaron en los cotiledones de plantas de 
3-24 días de edad; en el hipocotilo de plántulas de 3 días; en las hojas (tanto caulinares 
como de roseta) a partir de los 17 días, y en la zona de abscisión y en el estilo de las 
silicuas inmaduras de plantas de 46 días. La actividad GUS se detectó en menor medida 
los haces vasculares de la radícula de plántulas de más de 3 días; en el estilo de ovarios 
sin fecundar, en los estambres, y en la porción distal de los sépalos. 
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Figura 45. Localización histoquímica de actividad GUS en plantas transgénicas de 3-46 días 
portadoras de una fusión MBD4:GUS. (A) Plántula de 3 días carente de la fusión, como control 
negativo. (B) Plántula de 3 días. (C) Plántula de 3 días, detalle ampliado de la transición tallo-
radícula. (D) Plántula de 3 días, detalle ampliado del ápice de la radícula. (E) Plántula de 10 días. 
(F) Plántula de 10 días, detalle ampliado de la transición tallo-raíz. (G) Plántula de 10 días, detalle 
ampliado de las hojas verdaderas. (H) Plántula de 17 días. (I) Plántula de 24 días. (J) Planta de 31 
días. (K) Hoja de roseta de planta de 46 días. (L) Hoja caulinar de planta de 46 días. (M) Botón 
floral de planta de 46 días, con flores en diferentes estados de desarrollo. (N) Detalle ampliado de 
una flor de planta de 46 días. (O) Silicuas inmaduras de planta de 46 días, en diferentes estados de 
desarrollo. (P) Detalle ampliado de silicua inmadura de planta de 46 días. 
En plantas senescentes de 63 días la actividad GUS seguía siendo alta tanto en 
las hojas de roseta como en las hojas caulinares y se mantuvo en las silicuas, ya 
maduras. Además, se intensificó en las inflorescencias, que mostraron un claro 
incremento de actividad GUS en sépalos, estambres y estilo (Figura 46). 
 
Figura 46. Localización histoquímica de actividad GUS en plantas transgénicas de 63 días 
portadoras de una fusión MBD4:GUS. (A) Hoja de roseta. (B) Botón floral con flores en diferentes 
estados de desarrollo. (C) Hoja caulinar. (D) Silicua madura. 
En conjunto, estos resultados indican que el promotor de MBD4 es activo en 
múltiples tejidos, especialmente vegetativos, a lo largo de todo el desarrollo de la planta, 
y que su actividad se incrementa con la senescencia tanto en tejidos vegetativos como 
reproductores. En general los resultados obtenidos con la fusión a GUS son compatibles 
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con los niveles relativos de transcrito detectados mediante qPCR. La única excepción 
son las semillas maduras, en las que se detectó un alto nivel de transcrito pero no se 
detectó actividad GUS hasta la germinación. Ello sugiere que el ARNm de MBD4 podría 
acumularse en el embrión antes de ser traducido tras la imbibición. 
5. Identificación y análisis fenotípico de plantas mutantes 
mbd4-/- 
Como paso previo al estudio in vivo de las funciones de MBD4, se identificó y 
caracterizó un mutante en A. thaliana por inserción de ADN-T en el gen correspondiente 
(At3g07930). Se realizó una búsqueda en la base de datos FLAGdb 
(http://urgv.evry.inra.fr/FLAGdb) (Samson et al, 2002), y se identificó una línea mutante 
por inserción en el gen MBD4: FLAG_249E06, de ecotipo Wassilewskija. El 
correspondiente alelo mutante se denominó mbd4-/-. 
5.1. Caracterización molecular del mutante mbd4-/- 
Para asignar genotipo a las plantas FLAG_249E06 y caracterizar a nivel molecular 
la inserción de ADN-T se realizaron ensayos de PCR con una pareja de cebadores (F4 y 
R5) que flanquean el punto de inserción y un cebador (LB4) correspondiente al borde 
izquierdo del ADN-T (ver Material y métodos, apartado 8.3) (Figura 47 A). La PCR de 
genotipado genera dos amplicones distintos: un fragmento de 914 pb que indica la 
presencia del alelo silvestre y/o uno de 711 pb correspondiente al alelo mutante 
causado por la inserción de ADN-T. Los resultados permiten distinguir entre plantas 
homocigóticas mutantes, plantas heterocigóticas y plantas homocigóticas silvestres 




Figura 47. Caracterización molecular de la inserción de ADN-T en la línea mutante 
FLAG_249E06. (A) Esquema del punto de inserción del ADN-T en el gen MBD4 y de los cebadores 
usados para asignar genotipo. (B) Imagen representativa de los productos de PCR detectados en 
una planta silvestre (WT) y varias plantas procedentes de la población segregante de la línea 
FLAG_249E06. La parte inferior muestra los genotipos asignados. (C) Secuencia de la inserción de 
ADN-T en el alelo mutante. Se muestra en color negro la secuencia de MBD4, en rojo la del ADN-T y 
en verde 19 pb de ADN exógeno insertado durante la recombinación. Las deleciones parciales del 




Para caracterizar molecularmente las inserciones, el ADN adyacente a los bordes 
del ADN-T fue amplificado por PCR y secuenciado. Los resultados revelaron que el 
ADN-T está insertado en la región 3’ UTR de MBD4, a 26 pb del codón de terminación. En 
el proceso de transferencia se han insertado 19 pb de ADN exógeno y se han perdido 
10 pb de la región 3’ UTR, así como parte de los bordes izquierdo y derecho del ADN-T 
(Figura 47, C). 
5.2. Análisis del nivel de expresión de MBD4 en plantas mutantes 
Con el objetivo de comprobar el efecto de la mutación por inserción sobre el nivel 
de expresión de MBD4, se realizó un ensayo de RT-PCR semicuantitativa (Figura 48). Se 
utilizó un cebador forward (F5), que hibrida con una secuencia a caballo entre los dos 
exones de MBD4, en combinación con un cebador reverse (R6) para amplificar 
específicamente el ARNm maduro. Los resultados mostraron que las plantas 
homocigóticas para el alelo mutante presentaban unos niveles de transcrito 
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prácticamente indetectables. Mediante amplificación con los cebadores F5 y R11 se 
comprobó que la zona de inserción del ADN-T está presente en el ARNm silvestre (datos 
no mostrados). En conjunto, estos resultados sugieren que la inserción de ADN-T en la 
región 3´-UTR disminuye drásticamente la estabilidad del ARNm del gen MBD4. 
 
Figura 48. Detección del ARNm de MBD4 en plantas silvestres y plantas mutantes mbd4-/-. (A) 
Esquema del ADN genómico y del ARN mensajero maduro de MBD4. Se indica la posición de los 
cebadores utilizados para la detección de transcrito (ver texto). (B) Se usaron los cebadores F5 y 
R6 para una RT-PCR semicuantitativa del ARNm de MBD4 (30 ciclos) en plantas silvestres y 
mutantes mbd4-/-. Se analizó en paralelo el transcrito del gen ACTIN2 (28 ciclos) como control. 
5.3. Análisis fenotípico del mutante mbd4-/- en condiciones estándar 
Dado que la población inicial de plantas FLAG_249E06 era segregante para el 
alelo mutante, fue posible comparar directamente y en condiciones estándar de 
crecimiento (ver Materiales y métododos, apartado 3.2) los fenotipos de plantas 
hermanas (siblings) con diferentes genotipos para MBD4. Las plantas heterocigóticas 
mbd4+/- no mostraron ninguna diferencia significativa con respecto a las silvestres, ni en 
la fase vegetativa ni en la reproductiva. Sin embargo, en plantas juveniles mbd4-/- ya era 




Figura 49.  Comparación de la fase vegetativa de crecimiento en plantas silvestres y mbd4-/- en 
condiciones estándar. Fotografías representativas de la roseta de plantas no portadoras de la 
inserción en MBD4 (WT, silvestre) y plantas homocigóticas para la inserción de ADN-T en MBD4 
(mbd4-/-) en la etapa del desarrollo 5.10 (aparición del primer botón floral, unos 26 días de edad).  
El tamaño reducido de la roseta basal de las plantas mbd4-/- se mantuvo durante 
todo el crecimiento de la planta. Por otra parte, en la fase reproductiva el resto de 
órganos de las plantas mutantes mostraron un fenotipo aparentemente normal, con 
tallos (principal y secundarios), hojas caulinares, inflorescencias y silicuas de aspecto 













Figura 50. Comparación de la fase reproductiva de crecimiento en plantas silvestres y mutantes 
mbd4-/- en condiciones estándar. Fotografías representativas del aspecto de plantas silvestres y 
plantas mbd4-/- en la etapa del desarrollo 6.10 (10 % de las flores a producir abiertas, unos 35 días 
de edad). 
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Resultados 
6. Estudio in vivo de las funciones de MBD4 
En los siguientes apartados se describen los resultados obtenidos al analizar el 
papel de MBD4 en la actividad glicosilasa presente en extractos crudos de la planta, en 
la sensibilidad a mutágenos y en la respuesta del ciclo celular al daño en el ADN. Dado 
que A. thaliana posee al menos otra enzima con actividad uracil ADN glicosilasa 
demostrada, UNG (Córdoba-Cañero et al, 2010), se estudió el comportamiento de 
plantas no sólo mutantes mbd4-/-, sino también mutantes ung-/- y plantas mutantes en 
ambos genes. 
 
Figura 51. Cruzamientos realizados para cambiar el fondo genético de las plantas mbd4-/- y 
obtener un doble mutante mbd4-/- ung-/-. Esquema de los cruzamientos realizados de plantas 
mutantes mbd4-/- (ecotipo Wassilewskija, Ws) con plantas silvestres y mutantes ung-/- (ecotipo 
Columbia, Col). Se muestran de manera esquemática las dos copias del cromosoma 3. En color 
verde, la región cromosómica con el alelo mutante mbd4. En color rojo, la región cromosómica con 
el alelo mutante ung. En color negro, las regiones cromosómicas con los alelos silvestres de 
ambos genes (MBD4 y UNG). Los genotipos de las plantas seleccionadas para cada cruzamiento 
se señalan con línea discontínua. Se indica el porcentaje de fondo genético de ecotipo Columbia 
en cada generación. 
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6.1. Obtención de un doble mutante mbd4-/- ung-/- 
Para investigar el posible solapamiento funcional de MBD4 y UNG se obtuvo un 
doble mutante mediante el cruce de los mutantes simples mbd4-/- y ung-/- (Figura 51). El 
mutante mbd4-/- presenta el fondo genético del ecotipo Wassilewskija y el mutante ung-/- 
el del ecotipo Columbia. Así pues, antes de realizar el cruzamiento el alelo mutante mbd4 
se transfirió al fondo genético Columbia cruzando sucesivamente dos generaciones 
(parental y F1) de plantas portadoras del alelo mutante mbd4 con plantas silvestres de 
ecotipo Columbia. A continuación, se llevó a cabo un cruce entre una planta F2 
heterocigota mbd4+/- y una planta mutante ung-/- de ecotipo Columbia. De la 
descendencia F3 de este cruce se seleccionó un individuo heterocigoto para ambos 
genes (mbd4+/- ung+/-), se dejó autofecundar y se recogieron sus semillas. 
Los genes MBD4 y UNG se encuentran próximos entre sí en el cromosoma 3 y por 
tanto están parcialmente ligados. Según los datos disponibles, la distancia genética 
entre ambos es de 9 centimorgan (cM) (Singer et al, 2006). De la meiosis de una planta 
F3 mbd4+/- ung+/- se esperan obtener gametos parentales y recombinantes en 
proporciones dictadas por la frecuencia de recombinación (0.09) entre ambos loci 
(Figura 52). Esto permite calcular las frecuencias esperadas en la F4 de todas las 
posibles combinaciones alélicas generadas tras la autofecundación de dicha planta 
(Tabla 2). 
 
Figura 52. Gametos originados en la meiosis de una planta F3 mbd4+/- ung+/-. Esquema de los 
alelos presentes en el cromosoma 3 de los gametos parentales (P1 y P2) y recombinantes (R1 y 
R2) de una planta F3 doblemente heterocigota para MBD4 y UNG. El evento de recombinación 
se señala con una X situada entre ambos genes. En color verde, la región cromosómica con 
el alelo mutante mbd4. En color rojo, la región cromosómica con el alelo mutante ung. En color 
negro, las regiones cromosómicas con los alelos silvestres de ambos genes (MBD4 y UNG). Entre 




Tabla 2. Frecuencia esperada de las combinaciones posibles de alelos en la F4 
MBD4 UNG Gametos(1) Frecuencia esperada 
+/- +/- P1·P2+P2·P1+R1·R2+R2·R1 0,4181 
+/+ -/- P1·P1 0,207025 
-/- +/+ P2·P2 0,207025 
+/- -/- P1·R2+R2·P1 0,04095 
+/- +/+ P2·R1+R1·P2 0,04095 
+/+ +/- P1·R1+R1·P1 0,04095 
-/- +/- P2·R2+R2·P2 0,04095 
+/+ +/+ R1·R1 0,002025 
-/- -/- R2·R2 0,002025 
(1) En rojo se señalan las combinaciónes de alelos únicamente posibles si 
participan gametos recombinantes. 
Tabla 3. Individuos observados vs. esperados en la descendencia de una planta mbd4+/- ung+/- 
MBD4 UNG Observados(1) Esperados 
+/- +/- 34 25.5 
+/+ -/- 12 12.63 
-/- +/+ 9 12.63 
+/- -/- 0 2.5 
+/- +/+ 2 2.5 
+/+ +/- 1 2.5 
-/- +/- 3 2.5 
+/+ +/+ 0 0.12 
-/- -/- 0 0.125 
(1) En rojo, plantas originadas necesariamente por 
gametos recombinantes. En negrita, plantas F4 
seleccionadas para obtener por autofecundación 
plantas F5 mbd4+/+ ung+/+ y mbd4-/- ung-/-. 
De la descendencia de la planta F3 doble heterocigótica se sembraron 
64 semillas, de las cuales se obtuvieron 61 plantas F4 cuyo genotipo se determinó por 
PCR. En la Tabla 3 se comparan el número de individuos observados y esperados para 
cada genotipo. El análisis estadístico de los resultados obtenidos (prueba χ2) no mostró 
una desviación significativa en el número de individuos observados de cada genotipo 
frente al número de individuos esperados. Para obtener plantas doblemente silvestres o 
doblemente mutantes (cuya frecuencia esperada en la F4 es de sólo un 0.2 %, Tabla 2) 
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fue necesario analizar determinadas plantas de la F5. De esta forma se aislaron plantas 
F5 mbd4-/- ung-/- a partir de la autofecundación de una planta F4 mbd4-/- ung+/-, y plantas 
F5 mbd4+/+ ung+/+ a partir de una planta F4 mbd4+/+ ung+/-. 
6.1.1. Obtención de plantas mutantes mbd4-/- portadoras de una versión 
silvestre de MBD4 
Para confirmar que el alelo mutante mbd4 es el responsable de las alteraciones 
fenotípicas detectables en plantas mbd4-/-, se generó una línea mutante complementada 
con una copia del alelo silvestre de MBD4. Se partió del clon BAC F17A17, que contiene 
el promotor y la región codificante del gen MBD4. Se amplificó por PCR de alta fidelidad 
un fragmento de 4196 pb conteniendo ambas zonas y se subclonó en el vector 
pCAMBIA1930 (Figura 53). La construcción generada (pCAMBIA-MBD4), se utilizó para 
transformar A. tumefaciens, y se transfirió el ADN-T con el gen MBD4 silvestre completo a 






Figura 53. Clonación de la región promotora y codificante de MBD4 en el vector pCAMBIA1930. 
Representación esquemática del fragmento incluyendo el promotor y el ORF completo de MBD4 
clonado en el vector pCAMBIA1930, y del ADN-T resultante. Se indica la posición de los sitios de 
restricción utilizados que delimitan el fragmento y de la inserción del mismo en el vector. El 
sentido de las flechas indica el sentido de la transcripción. 
Para verificar si la copia silvestre de MBD4 restablecía la expresión del gen en las 
plantas mbd4 MBD4* se llevó a cabo un análisis de qPCR (Figura 54). Los resultados 
confirmaron que los mutantes simples mbd4-/- (en adelante, mbd4) o dobles mbd4-/- ung-/- 
(en adelante, mbd4 ung) presentan niveles de transcrito que son 12-15 veces inferiores a 
los detectados en plantas silvestres. Por el contrario, en las plantas mbd4 MBD4* la 
complementación génica restablece la expresión de MBD4, alcanzando niveles casi 
5 veces superiores a los de las plantas silvestres. Este incremento puede deberse a 
presencia de múltiples copias del ADN-T y/o a su inserción en una región cromatínica 
particularmente activa. 
 
Figura 54. Expresión relativa de MBD4 en distintas líneas de A. thaliana. Expresión relativa de 
MBD4 en plántulas de 15 días WT, mbd4, ung, mbd4 ung y mbd4 MBD4* (mutantes mbd4 
complementadas con una copia silvestre de MBD4). Cantidad relativa de ARNm de MBD4 frente a 
ACTIN2. El valor 1 se asignó a las plantas WT. Las barras de error representan la desviación típica 
de dos muestras biológicas independientes. 
6.2. Análisis de la actividad ADN glicosilasa en extractos celulares de 
Arabidopsis 
Para examinar la contribución del gen MBD4 a la actividad uracil ADN glicosilasa 
detectable en células de Arabidopsis, se realizaron ensayos de incisión de 
oligonucleótidos con extractos celulares de plantas silvestres (WT), mutantes mbd4, 
mutantes ung, mutantes dobles mbd4 ung o mutantes mbd4 complementadas (mbd4 
MBD4*).  
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En primer lugar se comprobó la integridad de los extractos incubando en 
presencia de MgCl2 con un sustrato de ADN que contenía un sitio abásico enfrentado a 
guanina (AP:G) (Figura 55). En todos los casos el sustrato fue procesado prácticamente 
en su totalidad. Estos resultados indican que no hay diferencias significativas en el nivel 
de actividad AP endonucleasa entre los distintos extractos, y sugieren que su calidad es 
similar. 
 
Figura 55. Incisión de un sitio abásico catalizada por extractos celulares de distintas líneas de 
A. thaliana. Se incubó un dúplex de ADN que contenía un sitio abásico (AP) enfrentado a G (40 nM) 
con un extracto celular (30 μg) de plantas silvestres (WT), mbd4, ung, mbd4 ung o mbd4 MBD4*. Se 
incluyó una reacción control sin extracto. La incubación se llevó a cabo en presencia de MgCl2 
durante 3 h a 30 °C. Los productos de reacción se separaron en un gel desnaturalizante de 
poliacrilamida al 12 % y se detectaron mediante fluorescencia. El carril M contiene un marcador de 
tamaño de 28 nt. 
A continuación, se evaluó el nivel de actividad uracil ADN glicosilasa presente en 
los extractos (Figura 56). Éstos se incubaron con un dúplex de ADN que contenía un 
apareamiento U:G en presencia o ausencia del inhibor Ugi, específico de las ADN uracil 
glicosilasas (uracil DNA glycosylase, UDG) de la familia UNG (Bennett et al, 2001). No se 
detectó actividad uracil glicosilasa en los extractos crudos de plantas que carecían de 
UNG (mutantes ung y mutantes dobles mbd4 ung), pese a extender el tiempo de 
incubación hasta 48 h. Además, la actividad uracil glicosilasa detectada en los extractos 
WT, mbd4 y mbd4 MBD4* se inhibía completamente en presencia del inhibidor Ugi, lo que 




Figura 56. Ensayo de actividad glicosilasa sobre un sitio U:G de extractos celulares de las líneas 
de A. thaliana utilizadas. (Panel superior) Se incubó un dúplex de ADN (40 nM) que contenía un 
apareamiento U:G con un extracto crudo de plantas WT (silvestres), mutantes mbd4, mutantes 
ung, mutantes dobles mbd4 ung o mutantes mbd4 complementados (mbd4 MBD4*) (30 μg) o 
tampón de reacción (“sin extracto”) durante 3, 24 y 48 h a 30 °C. Los productos de reacción se 
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y se detectaron mediante 
fluorescencia. El carril M contiene un marcador de tamaño de 28 nt. (Panel inferior) Ídem, 
añadiendo a cada reacción 2 unidades del inhibidor específico Ugi. 
Ante la imposibilidad de detectar la actividad glicosilasa de MBD4 frente a un 
apareamiento U:G, se incubaron los extractos con un ADN que contenía un 
apareamiento BrU:G (Figura 57). El BrU no es un sustrato para la enzima UNG de 
A. thaliana (Córdoba-Cañero et al, 2010). Además, la actividad de la proteína 
recombinante MBD4 sobre BrU es significativamente más alta que frente a U (ver 
apartado 3.5). No obstante, en los ensayos de incisión con los distintos extractos de 
plantas mutantes y silvestres no se detectó actividad ADN glicosilasa significativa frente 
a BrU:G. 
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Figura 57. Ensayo de actividad glicosilasa sobre un sitio BrU:G de extractos celulares de las 
líneas de A. thaliana utilizadas. Se incubó un dúplex de ADN (40 nM) que contenía un 
apareamiento BrU:G con un extracto crudo de plantas WT (silvestres), mutantes mbd4, mutantes 
ung, mutantes dobles mbd4 ung o mutantes mbd4 complementados (mbd4 MBD4*) (30 μg) o 
tampón de reacción (“sin extracto”) durante 3, 24 y 48 h a 30 °C. Los productos de reacción se 
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 % y se detectaron mediante 
fluorescencia. El carril M contiene un marcador de tamaño de 28 nt. 
En conjunto, estos resultados indican que, al menos en las condiciones 
experimentales empleadas, la actividad ADN glicosilasa de MBD4 no es detectable en 
extractos celulares de Arabidopsis. 
6.3. Sensibilidad a mutágenos: metil metano sulfonato y 5-fluorouracilo 
Tal como se ha descrito con anterioridad, las plantas mutantes mbd4 muestran 
un fenotipo aparentemente normal en condiciones estándar de crecimiento, a excepción 
del tamaño reducido de la roseta. No obstante, estaba por determinar si en condiciones 
de estrés genotóxico las plantas mbd4 muestran diferencias fenotípicas respecto a las 
silvestres. Para responder a esta pregunta se sembraron semillas de plantas silvestres, 
mutantes simples y mutantes dobles (WT, mbd4, ung y mbd4 ung) en placas con metil 
metano sulfonato (MMS) o 5-fluorouracilo (5-FU) (ver Materiales y métodos, apartado 
21) y se evaluó el desarrollo de las plántulas al cabo de 15 días (Figura 58). 
En las placas control sin mutágeno se observó nuevamente que los mutantes 
mbd4 presentan un desarrollo similar al de las plantas silvestres, aunque con un 
crecimiento ligeramente más lento. En comparación, los mutantes ung presentaron un 
crecimiento significativamente más reducido que la línea silvestre. Los dobles mutantes 
mbd4 ung presentaron un tamaño sensiblemente inferior al de cualquiera de los 
mutantes simples (Figura 58, panel izquierdo). En presencia de MMS (Figura 58, panel 
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central) se detectó cierta heterogeneidad dentro de cada genotipo, pero se observó que 
los mutantes simples mbd4 y ung presentan una mayor resistencia al mutágeno que la 
de las plantas silvestres. La resistencia fue aún mayor en las plantas mbd4 ung. 
 
Figura 58. Sensibilidad a MMS y 5-FU de plantas WT, mbd4, ung y mbd4 ung. Plántulas de 15 días 
crecidas en medio MS (control), medio MS suplementado con 100 ppm MMS o con 300 µM 5-FU.  
107 
Tesis Doctoral  Ángel Ramiro Merina 
En presencia de 5-FU (Figura 58, panel derecho) el crecimiento fue más 
homogéneo entre plantas del mismo genotipo. De nuevo, los mutantes simples md4 y 
ung presentaron una resistencia al mutágeno superior a la de las plantas silvestres. La 
mayor resistencia de los mutantes ung de Arabidopsis al 5-FU ha sido detectada con 
anterioridad (Córdoba-Cañero et al, 2010). Al igual que en el caso del MMS, los dobles 
mutantes mbd4 ung fueron significativamente los más resistentes al efecto genotóxico 
del 5-FU. En conjunto, estos resultados sugieren que MBD4, por sí sola y/o junto a UNG, 
desempeña una función importante en la resistencia de la planta a los efectos 
genotóxicos del MMS y el 5-FU. 
Para analizar cuantitativamente el papel de MBD4 y/o UNG en la resistencia a 
MMS y 5-FU se sembraron plantas de 5 genotipos distintos (WT, mbd4, ung, mbd4 ung, y 
mb4 MBD4*) en placas con distintas dosis de mutágeno, y se incubaron verticalmente 
para medir el crecimiento de las raíces (ver Materiales y métodos, apartado 21). 
A los 15 días en presencia de MMS, todas las plantas mostraron una reducción en 
la longitud de raíz, de manera proporcional a la dosis de mutágeno (Figura 59, A). Puesto 
que en ausencia de MMS ya se observan diferencias entre los distintos genotipos, las 
longitudes se normalizaron en cada genotipo respecto a la longitud final alcanzada por 
la raíz en ausencia de compuesto. Así se pudo comparar el porcentaje de longitud 
alcanzado a distintos tiempos para diferentes concentraciones de MMS (Figura 59, B). 
Las mayores diferencias se observaron a 66 y 100 ppm MMS, donde el crecimiento de la 
raíz de las plantas mbd4 ung se redujo significativamente menos que en las WT. En la 
dosis más alta (100 ppm) las plantas mbd4 fueron las que menos redujeron el 
crecimiento de sus raíces.. En las plantas complementadas mbd4 MBD4* se observó una 
sensibilidad intermedia entre las plantas WT y mbd4, sugiriendo un restablecimiento 
parcial del fenotipo WT en condiciones de estrés genotóxico por MMS. 
A los 15 días en presencia de 5-FU, las plantas mostraron una longitud de raíz 
reducida de manera proporcional a la dosis de mutágeno (Figura 60, A). Al igual que en 
 
(Página siguiente) 
Figura 59. Sensibilidad al MMS de plantas WT, mbd4, ung, mbd4 ung y mbd4 MBD4*. (A) Longitud 
de la raíz de plántulas de 15 días crecidas en MS con dosis crecientes de MMS. (B) Longitud de la 
raíz normalizada, expresada como el porcentaje de crecimiento respecto a la longitud alcanzada 
en cada genotipo a los 15 días en ausencia de MMS. Las plantas se sembraron en placas de Petri 
cuadradas con medio MS (suplementado con 0, 33, 67, o 100 ppm MMS) que se incubaron 
verticalmente. Las barras representan el error estándar de la media (n=20). Los valores señalados 
con un asterisco presentan diferencias significativas con el WT (valor ajustado p < 0.00833) en un 




el caso del MMS, los valores obtenidos se normalizaron para comparar la sensibilidad al 
mutágeno al cabo del tiempo (Figura 60, B). Las plantas mbd4 y las plantas ung fueron 
más resistentes al 5-FU en varias dosis, con una reducción del crecimiento de sus raíces  
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proporcionalmente menor al experimentado por las plantas WT. La contribución de UNG 
fue más evidente en la dosis de 100 µM. El efecto de MBD4 fue significativo en las 




Figura 60. Sensibilidad al 5-FU de plantas WT, mbd4, ung, mbd4 ung y mbd4 MBD4*. (A) Longitud 
de la raíz de plántulas de 15 días crecidas en MS con dosis crecientes de 5-FU. (B) Longitud de la 
raíz normalizada, expresada como el porcentaje de crecimiento respecto a la longitud alcanzada 
en cada genotipo a los 15 días en ausencia de 5-FU. Las plantas se sembraron en placas de Petri 
cuadradas con medio MS (suplementado con 0, 100, 200, o 300 µM 5-FU) que se incubaron 
verticalmente. Las barras representan el error estándar de la media (n=20). Los valores señalados 
con un asterisco presentan diferencias significativas con el WT (valor ajustado p < 0.00833) en un 
test Kruskal-Wallis (Caci, 1999). 
5-FU de las plantas complementadas mbd4 MBD4* fue similar a la de las plantas mbd4, 
excepto en la dosis de 5-FU 200 µM. Las plantas mbd4 ung fueron significativamente las 
más resistentes en todas las dosis de 5-FU utilizadas, sugiriendo un efecto aditivo de 
ambas mutaciones. En conjunto, estos resultados indican un efecto sensibilizador de 
MBD4 sobre la respuesta de A. thaliana al 5-FU 
6.4. Efecto de MBD4 sobre el ciclo celular 
Como se ha descrito anteriormente (ver Introducción, apartado 10.4.4) la proteína 
MBD4 humana ha sido relacionada con la apoptosis y la regulación del ciclo celular en 
respuesta a ciertos agentes genotóxicos. Para analizar si la proteína MBD4 de A. thaliana 
tiene algún efecto sobre el control del ciclo celular en respuesta al daño en el ADN, se 
generaron plantas mutantes mbd4 portadoras de la construcción CYC-B1;1:GUS. Esta 
construcción codifica una proteína lábil de fusión de una ciclina con la enzima GUS y 
permite el análisis espacio-temporal de los patrones de división celular, detectando 
específicamente las células en la fase G2/M del ciclo (Colon-Carmona et al, 1999). Los 
niveles de la ciclina CYC-B1, detectados como actividad CYCB1-GUS, son relativamente 
bajos en condidiones normales, pero se incrementan significativamente en presencia de 
daños al ADN (Colon-Carmona et al, 1999). 
6.4.1. Obtención de plantas mbd4 portadoras de la fusión CYC-B1;1:GUS  
Se realizó un cruce entre una planta mbd4-/- y una planta de la línea FA4C (ecotipo 
Columbia) portadora de CYC-B1;1:GUS. Las plantas resultantes (mbd4+/- con una copia 
de CYC-B1;1:GUS) se autofecundaron y entre su descendencia se seleccionaron plantas 
mbd4+/+ (en adelante, silvestres o WT) y mbd4-/- (en adelante, mbd4), en ambos casos 
con CYC-B1;1:GUS en homocigosis. 
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Figura 61. Niveles de ciclina CYCB1;1 en ápices radicales de plantas silvestres y mutantes mbd4 
en ausencia y presencia de MMS. Se sembraron semillas de plantas WT CYC-B1;1:GUS y mbd4 
CYC-B1;1:GUS en medio MS con cantidades crecientes de MMS, y al cabo de 6 días se analizó la 
actividad GUS en los meristemos apicales de la raíz. Se muestran dos imágenes representativas 
de ambos genotipos para cada concentración de mutágeno. 
6.4.2. Análisis de la expresión de CYC-B1;1:GUS en plantas silvestres y plantas 
mbd4 
Se sembraron semillas de plantas WT CYC-B1;1:GUS y mbd4 CYC-B1;1:GUS en 
medio MS con cantidades crecientes de MMS o 5-FU, y al cabo de 6 días se analizó la 
actividad GUS en los meristemos apicales de la raíz (ver Materiales y métodos, apartado 
22.2) (Figuras 61 y 62). 
En ausencia de mutágeno las plantas mutantes mbd4 presentaron un número 
significativo de células meristemáticas con actividad CYCB1;1:GUS, en comparación con 
el bajo número característico de las plantas silvestres (ver primera fila en Figuras 61 y 
62). Esta expresión constitutiva de CYCB1;1:GUS se obervó también en otras zonas de 
las plantas mbd4, no necesariamente meristemáticas (Figura 63). 
La adición de MMS (33 ppm) incrementó la actividad CYCB1;1:GUS en las plantas 
silvestres hasta niveles similares a los observados en las mutantes mbd4 en ausencia 
de mutágeno. Esta misma dosis de MMS no incremento el nivel de actividad de 
CYCB1;1:GUS en las plantas mutantes (Figura 61). Concentraciones superiores de MMS 
alteraron el crecimiento de las raíces e impidieron detectar ninguna actividad 
histoquímica en cualquiera de los dos genotipos. 
Concentraciones bajas de 5-FU (100 µM) también incrementaron la la actividad 
CYCB1;1:GUS en las plantas silvestres hasta situarlo en niveles parecidos a los 
observados en los mutantes mbd4. No así para concentraciones superiores, en las que 
la actividad histoquímica se redujo considerablemente (Figura 62). Por contra, los 
mutantes mbd4 presentaron un número significativamente alto de células 
meristemáticas con actividad CYCB1;1:GUS, independientemente de la concentración de 
5-FU. En ambos genotipos se observó una alteración morfológica del ápice en las dosis 
más altas, aunque más pronunciada en las plantas silvestres. En conjunto, estos 
resultados sugieren que las plantas mutantes mbd4 presentan niveles constitutivos 
anormalmente altos de la ciclina CYCB1;1 y una respuesta alterada del ciclo celular al 
estrés genotóxico. 
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Figura 62. Niveles de ciclina CYCB1;1 en ápices radicales de plantas silvestres y mutantes mbd4 
en ausencia y presencia de 5-FU. Se sembraron semillas de plantas WT CYC-B1;1:GUS y mbd4 
CYC-B1;1:GUS en medio MS con cantidades crecientes de 5-FU, y al cabo de 6 días se analizó la 
actividad GUS en los meristemos apicales de la raíz. Se muestran dos imágenes representativas 
de ambos genotipos para cada concentración de mutágeno. 
 
Figura 63. Actividad CYCB1;1:GUS en plantas silvestres y mutantes mbd4 en ausencia de 
mutágenos. Se sembraron semillas de plantas WT CYC-B1;1:GUS y mbd4 CYC-B1;1:GUS en medio 
MS, y al cabo de 6 días se analizó la actividad GUS en las plántulas. Se muestra una imagen 
representativa de los cotiledones y nomófilos (hojas vegetativas) de cada genotipo. Las flechas de 








La inestabilidad química del ADN es una fuente constante e inevitable de daño 
endógeno en las células (Lindahl, 1993). Un tipo importante de alteración en las bases 
de ADN es la desaminación hidrolítica espontánea, la cual convierte citosina (C) y 
5-metilcitosina (5-meC) en uracilo (U) y timina (T), respectivamente. Si los 
apareamientos erróneos U:G y T:G resultantes no son corregidos antes de la replicación 
del ADN originan transiciones C:G a T:A (Duncan & Miller, 1980). El daño por 
desaminación de ADN normalmente es controlado por la ruta de reparación por escisión 
de bases (BER). La reparación de U es llevada a cabo por ADN glicosilasas de la 
superfamilia UDG (Aravind & Koonin, 2000) y por algunos miembros de la superfamilia 
HhH-GPD (Chung et al, 2003; Friedberg et al, 2006; Krokan et al, 2002). El procesamiento 
de los apareamientos erróneos T:G es menos eficiente (Wiebauer & Jiricny, 1989), y la 
5-meC es más propensa a la desaminación que C (Wang et al, 1982). Se asume que la 
desaminación hidrolítica de 5-meC es una fuente importante de mutaciones en 
humanos, ya que una proporción sustancial de las mutaciones puntuales en las líneas 
germinales asociadas a enfermedades hereditarias y mutaciones somáticas en tumores 
son transiciones C:G a T:A en sitios CpG, donde se encuentra predominantemente la 
5-meC (Jones et al, 1992). 
La proteína MBD4 de mamíferos es una ADN glicosilasa monofuncional que 
escinde U y T apareadas erróneamente con G, con preferencia por el contexto de 
secuencia CpG (Hendrich et al, 1999; Petronzelli et al, 2000a; Petronzelli et al, 2000b; 
Turner et al, 2006). Los ratones deficientes en MBD4 muestran tres veces más 
transiciones C a T en los sitios CpG que los silvestres, además de una tumorigénesis 
acelerada si se combina con heterocigosis para un alelo mutante del gen Apc 
(adenomatous polyposis coli) (Millar et al, 2002; Wong et al, 2002). Por otro lado, variantes 
mutantes de MBD4 son frecuentes en carcinomas humanos con inestabilidad de 
secuencias microsatélites (Bader et al, 2000; Riccio et al, 1999). También hay evidencias 
de una función de MBD4 en la señalización de apoptosis (Cortellino et al, 2003). 
La naturaleza multifuncional de MBD4 en células de mamíferos da lugar a la 
pregunta de si existen proteínas homólogas que desempeñen un papel similar en otros 
organismos. Se han encontrado proteínas con un dominio ADN glicosilasa similar al de 
MBD4 en animales, hongos, plantas y heterocontos (Iyer et al, 2011). Como primer paso 
en la exploración de la relevancia de las proteínas MBD4 en eucariotas no animales, esta 
tesis doctoral se ha propuesto aislar y caracterizar las propiedades bioquímicas de un 
homólogo putativo de esta enzima en Arabidopsis thaliana, estudiar su patrón de 
expresión en la planta, analizar el fenotipo de mutantes deficientes en MBD4, y su efecto 
sobre la respuesta de la planta a ciertos mutágenos. Los resultados de este trabajo 
sugieren que la proteína MBD4 de Arabidopsis thaliana tiene un papel importante en la 
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protección del genoma de la planta de las consecuencias de la desaminación de C y 
5-meC, que ejerce un efecto sensibilizador frente a ciertos mutágenos y que es 
necesaria para una respuesta apropiada del ciclo celular al daño en el ADN. 
1. Un ortólogo de la ADN glicosilasa MBD4 en Arabidopsis 
thaliana 
La proteína de A. thaliana caracterizada en este trabajo carece del dominio MBD 
presente en las enzimas MBD4 de mamíferos, pero conserva un dominio ADN 
glicosilasa con residuos críticos para el reconocimiento del sustrato y la catálisis, y está 
más estrechamente relacionada con proteínas animales de la subfamilia MBD4 que con 
otros miembros de la superfamilia HhH-GPD. Además, la secuencia conservada 
G-x(3)-Y-x(2)-D-x(4)-F del motivo HhH-GPD, que se ha encontrado exclusivamente en los 
homólogos de MBD4, podría ayudar en la identificación positiva de homólogos de MBD4 
y distinguirlos de ADN glicosilasas HhH-GPD similares, diferenciación que no es factible 
mediante búsquedas convencionales de similitud de secuencia. 
Según el análisis de la distribución filogenética de homólogos de MBD4 llevado a 
cabo en esta Tesis, el dominio ADN glicosilasa de esta enzima de reparación ha sido 
conservado evolutivamente en plantas, hongos y metazoos. Los resultados indican que 
la versión ancestral de MBD4 apareció en un antepasado común protista y que carecía 
del dominio MBD. Éste debió adquirirse en algún punto temprano de la evolución del 
clado Metazoa, y parece haber sido posteriormente perdido en algunos linajes (Hendrich 
& Tweedie, 2003). Exceptuando el dominio MBD, el extremo amino de las secuencias 
homólogas de MBD4 presenta una elevada variabilidad, salvo entre especies muy 
próximas. 
Aunque en plantas hay una numerosa familia de proteínas con un dominio MBD 
conservado, la mayoría de sus miembros no se une específicamente a ADN metilado y 
ninguno presenta un dominio ADN glicosilasa (Zemach & Grafi, 2007).  
2. Papel de MBD4 en la reparación por escisión de bases 
2.1. Función de la región amino terminal de MBD4 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la región N-terminal de la 
proteína MBD4 de A. thaliana, no conservada en otros homólogos de MBD4 en plantas, 
no desempeña un papel directo en la catálisis. La versión truncada de MBD4 que 
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contiene solo el dominio glicosilasa C-terminal (Δ290MBD4) mantiene las 
características de la versión completa en su preferencia de sustratos y de contexto de 
secuencia, aunque exhibe una actividad catalítica mayor. La región N-terminal no es 
necesaria para la unión al sustrato, y Δ290MBD4 muestra una afinidad por el sitio 
abásico mayor que la de MBD4. Por tanto, la mayor actividad de la versión truncada no 
se debe a una mayor tasa de recambio por una mejor disociación del producto de la 
reacción. En la proteína MBD4 de humanos el rango de sustratos también está 
determinado por el dominio catalítico de la enzima (Petronzelli et al, 2000a) pero, al 
contrario que en el caso de MBD4 de A. thaliana, tanto la versión completa como la 
truncada presentan una eficiencia catalítica similar (Petronzelli et al, 2000b). 
El papel del extremo amino de MBD4 en plantas se desconoce. Como se ha 
indicado anteriormente, esta región no está conservada en los homólogos de MBD4 de 
plantas y el único elemento distinguible es la presencia de múltiples copias de un 
péptido corto con la secuencia consenso [VI]SPxh (siendo x = cualquier aminoácido; 
h = residuo hidrofóbico) (Iyer et al, 2011). Es posible que dichas repeticiones sean dianas 
de modificaciones postraduccionales implicadas en interacciones proteína-proteína, ya 
que coinciden con probables sitios de fosforilación y motivos fosforilados similares son 
reconocidos por dominios BRCT (BRCA1 carboxyl-terminal) (Manke et al, 2003). 
2.2. MBD4 actúa sobre los productos de la desaminación espontánea 
de C y 5-meC 
En las células de mamífero se han identificado dos ADN glicosilasas que escinden 
T incorrectamente apareada con G: TDG (thymine DNA glycosylase) (Neddermann et al, 
1996; Neddermann & Jiricny, 1993) y MBD4 (Bellacosa et al, 1999; Hendrich et al, 1999; 
Petronzelli et al, 2000a). TDG pertenece a la superfamilia UDG y MBD4 es miembro de la 
superfamilia HhH-GPD. Aunque más conocidas por su actividad sobre aparemientos 
erróneos T:G, ambas enzimas procesan más eficientemente los apareamientos 
erróneos U:G (Hardeland et al, 2003; Petronzelli et al, 2000b). A pesar de una total falta 
de homología de secuencia, ambas enzimas tienen especificidades de sustrato 
similares (Hardeland et al, 2003; Petronzelli et al, 2000a; Turner et al, 2006). 
Al igual que las proteínas TDG y MBD4 de mamíferos, la enzima MBD4 de 
A. thaliana es en realidad una uracil ADN glicosilasa, y su actividad sobre derivados del 
uracilo depende de la naturaleza del grupo sustituyente en el carbono C5. La actividad 
de la enzima disminuye con grupos como –CH3, –OH, o –CH2OH, todos ellos donantes 
de electrones. Por el contrario, aumenta significativamente con sustituyentes aceptores 
de electrones, como Br y F, que estabilizan el estado de transición e incrementan la 
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labilidad de la base. Por tanto, la especificidad de sustrato de MBD4 podría depender 
sustancialmente en la estabilidad del enlace N-glicosílico que une la base al esqueleto 
azúcar-fosfato, tal como se ha propuesto previamente para TDG (Bennett et al, 2006; 
Morgan et al, 2007). No obstante, el reconocimiento selectivo de la base por el sitio 
activo de la enzima tiene que desempeñar también un papel, ya que tanto la citosina 
como sus derivados C5 no son reconocidos como sustratos.  
En mamíferos se conocen cuatro uracil ADN glicosilasas: UDG (uracil DNA 
N-glycosylase), SMUG1 (single-strand-selective mono-functional uracil-DNA glycosylase 1), 
TDG y MBD4. De ellas, solamente TDG y MBD4 presentan adicionalmente actividad 
frente a apareamientos erróneos T:G. Arabidopsis carece de ortólogos de TDG o SMUG1 
(Iyer et al, 2011), pero posee una proteína de la faminia UDG (UNG) necesaria para la 
reparación de uracilo in vitro y que constituye la principal actividad uracil ADN glicosilasa 
detectada en extractos celulares (Córdoba-Cañero et al, 2010). Por otro lado, el genoma 
de Arabidopsis codifica cuatro miembros de la subfamilia de proteínas HhH-GPD 
específica de plantas ROS1/DME (Morales-Ruiz et al, 2006; Ortega-Galisteo et al, 2008). 
Estas proteínas, que no muestran actividad detectable frente a apareamientos erróneos 
U:G, son capaces de procesar los apareamientos T:G pero prefieren como sustrato la 
5-meC y están implicadas en la desmetilación activa de ADN (Gehring et al, 2006; Gong 
et al, 2002; Morales-Ruiz et al, 2006; Ortega-Galisteo et al, 2008; Penterman et al, 2007). 
La actividad de escisión tanto de T como 5-meC de las proteínas ROS1 y DME es mayor 
en el contexto de secuencia CpG (Morales-Ruiz et al, 2006), lo que sugiere que además 
de iniciar la desmetilación activa de ADN podrían también estar implicadas en 
contrarrestar los efectos potencialmente mutagénicos de la desaminación de 5-meC. 
MBD4 es la única enzima de plantas identificada hasta ahora que actúa tanto en 
apareamientos erróneos U:G como T:G. Es necesario recalcar que MBD4 no presenta 
actividad cuando el U o la T están enfrentados a cualquier otra base distinta de G, lo que 
sugiere fuertemente que ha evolucionado para contrarrestar las consecuencias de la 
desaminación espontánea de la C y la 5-meC. A este respecto, es significativo que MBD4 
escinda U y T más eficientemente en el contexto CpG, donde ocurre mayoritariamente la 
metilación de ADN en plantas. En comparación, la proteína UNG de Arabidopsis, al igual 
que sus homólogos en mamíferos, carece de preferencia por contextos CpG (Córdoba-
Cañero et al, 2010). El domino catalítico de la proteína MBD4 de mamíferos exhibe 
también una débil aunque consistente preferencia por el contexto CpG (Manvilla et al, 
2012; Petronzelli et al, 2000b). Todo ello sugiere que las proteínas MBD4 desempeñan 
una función relacionada con la metilación tanto en animales como en plantas. Es 
posible que la versión ancestral de MBD4 evolucionase para proteger la estabilidad de 
las secuencias del genoma que son frecuentemente objeto de metilación, 
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contrarrestando las consecuencias mutagénicas de los eventos de desaminación tanto 
en el estado desmetilado (reparación de U) como en el metilado (reparación de T). 
Alternativamente, la mayor escisión de U observada en las secuencias CpG podría ser 
solo una consecuencia pasiva de una selección por la preferente escisión de T en esos 
mismos contextos. En cualquiera de estos escenarios, la eficiencia de la enzima sobre 
secuencias CpG puede haber sido reforzada posteriormente mediante la adición de un 
dominio MBD al dominio catalítico en el linaje animal (Hendrich & Tweedie, 2003). Quizá 
en plantas, que metilan con frecuencia citosinas que no se encuentran en un contexto 
CpG, la selección en favor de la adición de un dominio MBD no haya tenido lugar. Otra 
posibilidad es que MBD4 pueda actuar como heterodímero junto con alguna(s) de las 
proteínas MBD presentes en plantas. 
3. Expresión ubicua de MBD4 
Se ha detectado ARNm de MBD4 en todos los tejidos analizados y a lo largo de 
todo el desarrollo de la planta, encontrándose los mayores niveles de transcrito en los 
tejidos de plantas senescentes y en semillas maduras. La actividad del gen reportero 
GUS bajo el control del promotor de MBD4 coincide en general con este patrón de 
expresión, aunque existen algunas discrepancias que sugieren una modulación 
adicional de la abundancia de MBD4 por regulación postraduccional, posiblemente por 
diferencias en la estabilidad del ARNm. En conjunto, estos resultados apuntan a que la 
expresión de MBD4 es constitutiva en múltiples órganos y etapas del desarrollo de 
A. thaliana. Esto concuerda con su papel reparador de alteraciones que surgen en el ADN 
por la desaminación ubicua y espontánea de C y 5-meC. 
Un patrón de expresión similar al de MBD4 ha sido observado con otras ADN 
glicosilasas de plantas, como ROS1, DME, DML2, DML3 y OGG1, que se han detectado 
de forma generalizada en una amplia variedad de tejidos (Garcia-Ortiz et al, 2001; Gong 
et al, 2002; Ortega-Galisteo et al, 2008). En el caso de OGG1, su amplio patrón de 
expresión ha sido relacionado con una función de mantenimiento del genoma, tanto en 
células proliferantes como quiescentes (Garcia-Ortiz et al, 2001). 
4. Fenotipo de plantas deficientes en MBD4 
Las plantas mbd4 muestran un fenotipo aparentemente normal en condiciones 
estándar de crecimiento, aunque con un menor tamaño de la roseta basal y menor 
longitud de la raíz. Tampoco los mutantes ung muestran un fenotipo morfológicamente 
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alterado (Córdoba-Cañero et al, 2010). En general, las deficiencias en distintas ADN 
glicosilasas en animales tampoco se ven acompañadas de alteraciones significativas en 
el desarrollo (Barnes & Lindahl, 2004). Aunque parte de la explicación es que algunas 
lesiones son reparadas por más de una enzima, también hay que recordar que la 
mayoría de las lesiones reparadas por ADN glicosilasas son poco voluminosas y no 
detienen la replicación. Por tanto, sus efectos son sólo detectables al cabo de las 
generaciones por una acumulación de mutaciones (Barnes & Lindahl, 2004). No 
obstante hay excepciones a esta regla general, por ejemplo las plantas de Arabidopsis 
deficientes en las ADN glicosilasas ROS1 y DME están asociadas a alteraciones severas 
en el desarrollo, por su papel en la reprogramación epigenética por desmetilación activa 
(Choi et al, 2002; Gong et al, 2002; Morales-Ruiz et al, 2006). En el caso de las plantas 
mbd4, la reducción del crecimiento en algunos tejidos de podría estar relacionada con la 
existencia de un mayor número de células detenidas en la fase G2/M del ciclo celular, 
como se discutirá más más adelante (ver apartado 6). 
El hecho de que el tamaño de la roseta basal y la raíz sea aún más reducido en los 
dobles mutantes mbd4 ung sugiere cierto solapamiento de alguna de las funciones de 
ambas enzimas, posiblemente el procesamiento de los apareamientos U:G (ver apartado 
2.2). Al tener U como sustrato en común, MBD4 y UNG podrían sustituirse parcialmente 
entre sí en los mutantes sencillos. Aunque las plantas mbd4 y mbd4 ung se desarrollan 
con cierta normalidad, y son viables y fértiles al menos en la primera generación, no 
puede descartarse que aparezca una mayor alteración del desarrollo en sucesivas 
generaciones de plantas por la acumulación de apareamientos erróneos U:G sin 
procesar y las consecuentes mutaciones por transición C:G a T:A. Cabría la posibilidad 
de que una ADN glicosilasa sin identificar pueda procesar estos apareamientos erróneos 
U:G y contrarrestar la ausencia de MBD4 y/o UNG en A. thaliana. En el caso de los 
apareamientos T:G, frente a los cuales MBD4 es activa in vitro pero no UNG, estos 
podrían ser reparados por ROS1, DME o DML3 (Morales-Ruiz et al, 2006; Ortega-Galisteo 
et al, 2008; Ponferrada-Marin et al, 2009). 
La expresión del gen silvestre MBD4 en las plantas mbd4 (mbd4 MBD4*) no 
restableció el fenotipo silvestre, al menos en cuanto a la recuperación de la longitud de 
las raíces y el tamaño de la roseta basal. Tampoco se recuperó la sensibilidad al MMS o 
al 5-FU. Aunque las plantas mbd4 MBD4* presentaron un nivel global de transcrito de 
MBD4 unas cinco veces superior al de plantas silvestres, no ha sido posible confirmar la 
expresión de la proteína, dada la imposibilidad hasta la fecha de detectarla por métodos 
enzimáticos o inmunológicos en extractos de plantas silvestres.  
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5. MBD4 y la sensibilidad a agentes genotóxicos 
El mutágeno MMS es un compuesto alquilante que convierte la guanina y la 
adenina en 7-metilguanina (7MeG) y 3-metiladenina (3MeA), causando apareamientos 
erróneos y un bloqueo de la replicación, respectivamente (Beranek, 1990). Durante años 
se pensó que provocaba roturas de doble cadena, pero se ha demostrado que en 
realidad origina daño termolábil en el ADN (Lundin et al, 2005). Las lesiones causadas 
por agentes alquilantes son reparadas predominantemente mediante BER y ADN 
alquiltransferasas, por lo que la sensibilidad de las células al MMS aumenta 
significativamente cuando estas vías de reparación están comprometidas (Lindahl & 
Wood, 1999). En Arabidopsis thaliana se ha comprobado que algunos mutantes 
deficientes en enzimas de BER resultan hipersensibles al MMS, como zdp (Martinez-
Macias et al, 2012) y ros1 (Gong et al, 2002), aunque no se conocen con certeza los 
mecanismos subyacentes a estos fenómenos de sensibilización. Sorprendentemente, 
las plantas mbd4 mostraron una mayor resistencia al MMS, respuesta que se observó 
aún más acentuada en las plantas mbd4 ung. Ni MBD4 ni UNG son capaces de actuar de 
forma directa sobre las lesiones provocadas por el MMS. Un resultado similar se ha 
observado en células de ratón deficientes en MBD4, que muestran una mayor tolerancia 
a agentes alquilantes. Se ha propuesto que MBD4 ejerce este efecto de manera indirecta 
a través de su relación con el sistema MMR y la respuesta del ciclo celular al daño en el 
ADN (Cortellino et al, 2003). Es posible que el efecto de la deficiencia en MBD4 sobre la 
resistencia de la planta al MMS tenga lugar también de forma indirecta, como se 
discutirá más adelante (ver apartado 6).  
La tolerancia de los mutantes mbd4 al 5-FU sí podría explicarse, al menos en 
parte, mediante un mecanismo directo. Se sabe que el 5-FU provoca fundamentalmente 
un aumento de la incorporación errónea de dUMP al ADN y la acumulación de 
apareamientos erróneos U:A (Wyatt & Wilson, 2009). Los mutantes ung de A. thaliana 
son más resistentes al 5-FU al no procesar los apareamientos erróneos U:A, que en 
cambio originan sitios AP citotóxicos en las plantas silvestres por medio de la actividad 
glicosilasa de UNG (Córdoba-Cañero et al, 2010). Los apareamientos U:A no son un 
sustrato válido para MBD4, pero otro de los efectos del 5-FU sobre el ADN, aunque 
menor, es su incorporación directa como 5-FdUMP formando apareamientos 5-FU:A y 
5-FU:G (Pettersen et al, 2011). Puesto que, a diferencia de UNG, MBD4 sí es activa sobre 
5-FU:G, es posible que en presencia de 5-FU las plantas mbd4 acumulen dichos 
apareamientos. En las plantas silvestres la actividad glicosilasa de MBD4 al procesar 
estas lesiones originaría un pequeño pero significativo número de sitios AP citotóxicos 
(Figura 64). 
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Figura 64. Mecanismo directo de sensibilización al 5-FU por UNG y MBD4 en plantas WT, ung y 
mbd4. Esquema de la incorporación de derivados de 5-FU al ADN que originan lesiones 
susceptibles de ser procesadas por UNG y MBD4. Las flechas de trazo más grueso señalan las 
vías predominantes. 
Es posible que el efecto sensibilizador al 5-FU por MBD4 tenga lugar también 
mediante un mecanismo indirecto, que no excluiría al modelo anterior. Al igual que en el 
caso de los agentes alquilantes, se ha observado en células de ratón que la deficiencia 
de MBD4 reduce la respuesta apoptótica dependiente del MMR a diversos agentes 
genotóxicos, entre ellos 5-FU (Sansom et al, 2003). La posible relación de MBD4 con el 
control del ciclo celular en respuesta al daño en el ADN se discute en el siguiente 
apartado. 
6. Papel de MBD4 en el control del ciclo celular en respuesta 
al daño en el ADN 
Aunque en líneas generales las respuestas al estrés genotóxico están 
conservadas entre plantas y animales, un número importante de factores y muchos 
detalles difieren significativamente entre ambos grupos. Por ejemplo, algunos genes 
animales necesarios para el control del ciclo celular en respuesta al daño en el ADN 
(CHK1, CHK2, PLK o P53) no tienen ortólogos en plantas. Probablemente las diferencias 
más importantes en la respuesta al estrés genotóxico entre plantas y animales son dos. 
En primer lugar, muchos de los genes que activan puntos de control del ciclo celular 
(checkpoints) no son necesarios para el desarrollo normal de la planta en ausencia de 
estrés, a diferencia de la situación en animales (Cools & De Veylder, 2009). En segundo 
lugar, las células vegetales no sufren un proceso de apoptosis en respuesta a daños 
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persistentes en el ADN, simplemente pierden su capacidad de dividirse (Culligan et al, 
2004; De Schutter et al, 2007; Takahashi et al, 2008). Ello es posible porque en plantas, a 
diferencia de animales, la detención en el desarrollo de un órgano no mata al organismo. 
Por ejemplo, la detención del crecimiento en el meristemo de la raíz principal puede 
contrarrestarse por activación de nuevos meristemos y la formación de raíces 
secundarias. Tal plasticidad en respuesta al daño en el ADN es consecuencia del hecho 
de que en las plantas la mayor parte del desarrollo es post-embrionario (Cools & De 
Veylder, 2009). 
Es por tanto difícil establecer una relación directa de la proteína MBD4 de A. 
thaliana con la regulación del ciclo celular y su respuesta al daño en el ADN en términos 
semejantes a los descritos en animales. De los diversos elementos que vinculan la 
proteína MBD4 de mamíferos con la parada del ciclo celular o la apoptosis (Sjolund et al, 
2013) (ver Introducción, apartados 10.4.3 y 10.4.4), varios no están presentes en 
plantas. Aunque Arabidopsis posee un homólogo de la proteína MLH1 humana (AtMLH1) 
(Jean et al, 1999), la región de MBD4 (residuos 415 a 420) que interacciona con MLH1 
no está conservada en la proteína de planta. Tampoco se conoce un homólogo de la 
proteína FADD en A. thaliana, y la interacción de MBD4 con DNMT1 es por medio del 
dominio MBD, ausente en las secuencias de plantas. 
Sin embargo, los datos obtenidos en esta Tesis indican que la deficiencia en 
MBD4 tiene consecuencias apreciables sobre el control del ciclo celular en la planta. La 
intensa inducción de la ciclina específica de la fase G2/M CYCB1;1 que presentan las 
plantas mbd4 en ausencia de mutágenos, indica una alteración constitutiva del patrón 
espacio-temporal de mitosis (Colon-Carmona et al, 1999). La acumulación de células 
detenidas en la fase G2/M en las plantas mbd4 podría explicar el menor crecimiento de 
sus raíces y la roseta basal. Por otra parte, es posible que esta respuesta contribuya a la 
mayor resistencia de los mutantes mbd4 a agentes genotóxicos tales como el MMS o el 
5-FU. Es importante destacar que CYCB1;1 se expresa de forma constitutiva en 
mutantes de A. thaliana que sufren estrés endógeno relacionado con la replicación del 
ADN (Cools & De Veylder, 2009). Es probable que esta expresión constitutiva de CYCB1;1 
sea consecuencia de la implicación de esta ciclina en la respuesta al daño en el ADN 
(Culligan et al, 2006). Se desconoce la función específica de CYCB1;1 en esta respuesta 
al estrés genotóxico exógeno y endógeno, pero se ha planteado la posibilidad de que el 
nivel incrementado de esta proteína ayude a retener la capacidad de división de las 
células (Cools & De Veylder, 2009). Se desconoce por ahora cuál es la relación exacta 
entre una deficiencia en MBD4 y la expresión constitutiva de CYCB1;1, pero 
probablemente delata una activación continua de la respuesta a estrés genotóxico en la 
planta mutante. Es posible que la acumulación de apareamientos erróneos U:G y/o T:G 
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conlleve una saturación del sistema MMR de reparación de apareamientos erróneos, 
decisivo durante la fase S del ciclo, generando un estrés endógeno que active la 
expresión de CYCB1;1. Serán necesarios estudios adicionales para contrastar ésta u 
otras hipótesis. En cualquier caso, los resultados obtenidos en esta Tesis apoyan la idea 
de que MBD4 desempeña un papel importante en el mantenimiento de la estabilidad 









1. Arabidopsis thaliana posee un ortólogo de MBD4 con actividad ADN glicosilasa 
monofuncional sobre U y T apareadas erróneamente con G, lo que indica que su 
función es prevenir la mutagénesis causada por desaminación espontánea de C y 
5-meC. 
2. El dominio catalítico de MBD4 muestra una preferencia por el contexto de secuencia 
CpG, donde se encuentra la mayor parte de la metilación de ADN. 
3. MBD4 se expresa en la mayoría de tejidos de la planta y a lo largo de las diferentes 
etapas del desarrollo, lo que concuerda con una función de mantenimiento del 
genoma.  
4. Las plantas mutantes mbd4 muestran un fenotipo aparentemente normal bajo 
condiciones estándar de crecimiento, aunque con un tamaño de roseta basal y una 
longitud de raíz reducidos. 
5. Las plantas mutantes mbd4 son más resistentes que las silvestres a los efectos 
genotóxicos de MMS y 5-FU, y dicha resistencia aumenta si la deficiencia en MBD4 se 
combina con la carencia de uracil ADN glicosilasa UNG. 
6. Las plantas mutantes mbd4 presentan una expresión constitutiva de la ciclina 
CYCB1;1, lo que sugiere que la ausencia de MBD4 causa una activación persistente de 





























Esquema parcial del trabajo realizado durante mis primeros días en el laboratorio, con el objetivo 
de insertar el ADNc de MBD4 en el vector de expresión pET-28c(+) y transformar la estirpe de E. 
coli BL21 (DE3) CodonPlus ung-151. Dibujo propio. 
 
Materiales y métodos 
1. Material biológico 
1.1. Plantas 
En esta tesis se han utilizado las siguientes estirpes de Arabidopsis thaliana: 
Tabla 4. Estirpes de Arabidopsis thaliana 
Estirpe Ecotipo Observaciones 
FLAG_249E06 Wassilewskija Línea mutante en el gen MBD4 por inserción de ADN-T. Suministrada por el 
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC). 
WT Col Columbia Estirpe silvestre (Wild Type, WT), utilizada en los retrocruzamientos con las 
plantas mutantes mbd4-/-. 
GK-440E07 Columbia Línea mutante en el gen UNG por inserción de ADN-T, previamente 
caracterizada en nuestro grupo (Córdoba-Cañero et al, 2010). Obtenida de 
la colección GABI-Kat (Rosso et al, 2003). 
Utilizada para la obtención de plantas mutantes dobles mbd4-/- ung-/- 
mediante cruzamiento con plantas mutantes mbd4-/-. 
FA4C Columbia Línea portadora del transgen CycB1;1-GUS (Colon-Carmona et al, 1999). 
Suministrada por Peter Doerner, de la Universidad de Edimburgo (Escocia), 
Reino Unido. Utilizada para estudiar los patrones de mitosis en meristemos 
de ápices radicales. 
1.2. Cepas bacterianas 
Las cepas bacterianas que han sido utilizadas se detallan a continuación: 
Tabla 5. Cepas bacterianas 
Especie Cepa Genotipo Observaciones 
Escherichia coli DH5α supE44 ΔlacU169 
(Φ80 lacZΔM15) 
hsdR17, recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 
relA1 
Cepa receptora utilizada en la clonación de fragmentos 
de ADN y en la propagación de plásmidos. 
La mutación Φ80 lacZΔM15 permite la 
complementación con el extremo amino-terminal de la 
β-galactosidasa, codificada en los vectores pUC y sus 
derivados (Hanahan, 1983). 
 XL1-Blue supE44 thi-1 recA1 




Cepa receptora utilizada en la clonación de fragmentos 
de ADN y en la propagación de plásmidos. 
La mutación Φ80 lacZΔM15 permite la 
complementación con el extremo amino-terminal de la 
β-galactosidasa, codificada en los vectores pUC y sus 
derivados (Hanahan, 1983). 
Resistente a tetraciclina. 
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Especie Cepa Genotipo Observaciones 
Escherichia coli BL21 (DE3) 
CodonPlus 
ung-151 
F- dcm- ompT hsdS 
(rB- mB) gal λ(DE3) 
Hte[argU, ileY, leuW, 
Camr] ung-151 
Cepa empleada para obtener altos niveles de expresión 
de genes que contienen codones poco frecuentes en 
E. coli y se sitúan bajo el control del promotor del 
bacteriófago T7. 
Expresa los ARNt correspondientes a 4 codones de uso 
frecuente en eucariotas pero raros en E. coli (AUA, AGG, 
AGA, CUA). 
Gen Ung inactivado por inserción, sin actividad uracil-
ADN glicosilasa (Bennett et al, 2004). 
Resistente a cloranfenicol y tetraciclina. 
Agrobacterium 
tumefaciens 
LB4404 TiAch5 pAL4404 Cepa empleada para transformar plantas de Arabidopsis. 
Contiene un plásmido coadyuvante con resistencia a 
rifampicina y estreptomicina. 
1.3. Vectores de clonación 
Se utilizaron los siguientes vectores de clonación: 
Tabla 6. Vectores de clonación utilizados 
Vector Características Fuente/Referencia 
pUni51 Vector que contiene el ADNc de At3g07930.3 en el clon U83714. 
Contiene un gen de resistencia a kanamicina. 
ABRC (Yamada et al, 
2003) 
pGEM®-T Easy Utilizado en experimentos de clonación de fragmentos obtenidos 
por PCR. 
Disponible comercialmente en forma abierta con una timina 
adicional en el extremo 3’ de cada cadena, a la que se empareja 
la adenina terminal que incorporan a los productos de PCR 
algunas polimerasas termoestables. 
Contiene un gen de resistencia a ampicilina. 
Promega 
pET28c Permite altos niveles de expresión de proteínas o péptidos en 
E. coli. 
Para facilitar el proceso de purificación posterior, este vector 
permite la fusión de 6 residuos de histidina a la proteína de 
interés. 
Contiene un gen de resistencia a kanamicina. 
Novagen 
pMAL-c2X Permite altos niveles de expresión de proteínas o péptidos en 
E. coli. 
Para facilitar el proceso de purificación posterior, este vector 
permite la fusión de la proteína de interés a la proteína de unión a 
maltosa (Maltose Binding Protein, MBP). 
Contiene un gen de resistencia a ampicilina. 
New England Biolabs 
pMDC162 Empleado para la clonación del promotor del gen MBD4 en fase 
con el gen reportero GUS. 
La selección en bacterias se realiza con kanamicina, y la 
selección en plantas con higromicina. 
ABRC 
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Vector Características Fuente/Referencia 
pCambia1390 Empleado para clonar el promotor y la secuencia codificante del 
gen MBD4, para la complementación de las plantas mbd4-/-. 
La selección en bacterias se realiza con kanamicina, y la 
selección en plantas con higromicina. 
Cambia 
2. Medios de cultivo 
2.1. Medios de cultivo bacteriano 
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (120 °C, 20 min) o mediante 
filtración. 
Medio Luria-Bertani (LB) 
Para el crecimiento de E. coli o como base de otros medios de cultivo.  
Líquido: bactotriptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y NaCl (5 g/L). 
Sólido: se añade bactoagar (15 g/L) a la mezcla anterior previamente disuelta. 
Medio X-Gal (LB+IPTG+X-Gal) 
Medio selectivo estándar para experimentos de transformación de la estirpe de 
E. coli DH5α o XL1-Blue. Cuando se utilizan vectores con dianas de inserción localizadas 
en la región codificante del péptido de la β-galactosidasa, la presencia de isopropil-β-D-
1-tiogalactopiranósido (IPTG) y X-Gal permite la identificación directa de clones 
recombinantes por inactivación insercional del gen que codifica dicha enzima. LB sólido 
previamente esterilizado y suplementado con 134 μM IPTG, 0.005 % X-Gal (p/v en 
formamida). 
Medio PSI-b 
Para la preparación de células competentes.  
Líquido: bactotriptona (20 g/L), extracto levadura (5 g/L), NaCl (0.6 g/L), KCl 
(0.185 g/L); ajustar el pH a 7. Después de esterilizar en autoclave se añade 10 mM 
MgSO4. 
Medio para cultivo de Agrobacterium tumefaciens 
LB líquido suplementado con rifampicina (50 µg/mL y estreptomicina (50 µg/mL). 
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2.2. Medios para cultivo de Arabidopsis thaliana 
2.2.1. Medios estériles 
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (120 °C, 20 min) o mediante 
filtración. 
Medio MS + sacarosa 
Medio nutritivo para la siembra de semillas en placas de Petri. Compuesto por: 
Murashige and Skoog Basal Medium (MS) (4.4 g/L), sacarosa (30 g/L), agar de plantas 
(8 g/L); Ajustar pH a 5.8 (con KOH). 
2.2.2. Medios no estériles 
Para el crecimiento de Arabidopsis thaliana en condiciones no estériles se utilizó 
como sustrato una mezcla comercial de turba y perlita (Compo Sana®, Compo). 
3. Cultivo y crecimiento de organismos 
3.1. Cultivo y crecimiento de bacterias 
Escherichia coli se cultivó en placas de Petri con medio LB sólido, o en matraces 
y/o tubos de ensayo con medios de cultivo apropiados y agitación (250-300 rpm). La 
temperatura de incubación fue de 37 °C. 
Agrobacterium tumefaciens se creció también en medio LB, a 28 °C con agitación 
(250 rpm) o en medio sólido en estufas, a la misma temperatura. 
La conservación de las estirpes bacterianas durante largos periodos se llevó a 
cabo a -80 °C en medio LB líquido con 15 % glicerol (v/v). Para periodos cortos, se 
mantuvieron a 4 °C en medio LB sólido. 
3.2. Cultivo y crecimiento de plantas 
3.2.1. Cultivo de plantas en maceta 
El crecimiento de Arabidopsis thaliana se llevó a cabo en macetas con sustrato 
Compo Sana®. En cada maceta se dispensó sustrato hasta una altura de unos 4 cm. y 
se compactó. Seguidamente se añadió agua y se rellenó con sustrato hasta el borde de 
la maceta sin compactar demasiado. De nuevo se humedeció y se sembró el número 
elegido de semillas. A continuación, las macetas se cubrieron con plástico transparente. 
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Para sincronizar la germinación de las semillas, las macetas se incubaron a 4 °C durante 
48 horas. Tras este tiempo, se colocaron en cámaras de crecimiento con tubos 
fluorescentes (36 W, 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) a una temperatura de 
231 °C. Transcurrida una semana (o tras la aparición de los cotiledones), se retiró el 
plástico y se incubaron en las mismas condiciones hasta que alcanzaron la fase de 
desarrollo deseada. Las plantas se regaron mediante subirrigación con agua de grifo 
cada dos días. Cuando las plantas dejaron de producir flores se suspendió la irrigación y 
se dejaron secar en bolsas de papel. Las semillas se recogieron y se tamizaron con 
coladores convencionales. Su conservación se realizó a temperatura ambiente, en tubos 
eppendorf cerrados y rodeados de gel de sílice. 
Alternativamente, y en especial para la recolección de semillas de un gran número 
de plantas de forma simultánea y la prevención de polinizaciones cruzadas, se empleó el 
kit de cultivo Arasystem (Betatech). Con este sistema cada planta crece confinada en un 
tubo individual (Aracon), y las semillas son recogidas en una base colectora tras secarse 
y caer las silicuas (Figura 65). 
 
Figura 65. Cultivo y recolección de semillas de Arabidopsis thaliana con Arasystem. Esquema de 
los componentes del sistema de cultivo y recolección Arasystem (A). Fotografía ilustrativa de 
plantas creciendo en el interior de los tubos Aracon (B). Recolección de silicuas y semillas de 
plantas tras la senescencia (C). Imágenes modificadas a partir de http://www.arasystem.com/ 
cortesía de VIB - Greenhouse, Bélgica. 
139 
Tesis Doctoral Ángel Ramiro Merina 
3.2.2. Cultivo de plantas en placas de Petri 
Previamente a la siembra, las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en etanol 
95 % (v/v) y agitándolas durante 1 min. A continuación, se retiró el etanol y se añadió 
lejía 50 % (v/v), manteniéndolas en agitación durante 15 min. Por último, se realizaron 
4 lavados consecutivos de 5 min cada uno con agua destilada estéril. Para la siembra se 
tomaron de forma sucesiva pequeñas alícuotas de la solución acuosa que contenía las 
semillas esterilizadas y se dispensaron en placas de Petri con medio MS y sacarosa al 
3 %. Las placas se sellaron con papel de parafina y se incubaron en una cámara con 
tubos fluorescentes (36 W, 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) a una temperatura de 
231 °C durante 15 días. Tras este período las plántulas se recogieron, se congelaron en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso, o bien fueron 
transplantadas a macetas o kits de cultivo Arasystem. 
4. Oligonucleótidos sintéticos 
Los oligonucleótidos utilizados como cebadores en reacciones de amplificación 
y/o secuenciación, se diseñaron con la ayuda de los programas Oligo 4.0 y Vector NTI, 
analizando en cada caso su estabilidad interna, la formación de dímeros y 
horquillamientos no deseados, así como diversos parámetros físicos y químicos (Tm, 
Td, %G+C, %A+T). Se obtuvieron comercialmente de la compañía Bonsai Technologies. 
4.1. Cebadores empleados para la clonación del ADNc de MBD4 y su 
extremo carboxilo terminal en vectores de expresión 
Tabla 7. Cebadores empleados para clonar MBD4 y su extremo carboxilo en vectores de 
expresión 





(1) En negrita se indican las dianas de restricción. 
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4.2. Cebadores empleados en mutagénesis dirigida 
Tabla 8. Cebadores empleados para inducir mutaciones puntuales en MBD4 
Nombre Secuencia (5’-3’)(1) 
Δ290MBD4-D429A-F GGATCGCGTGAAGCCTAATGCTCATATGCTAAACTATTACT 
Δ290MBD4-D429A-R AGTAATAGTTTAGCATATGAGCATTAGGCTTCACGCGATCC 
(1) En negrita se indican las bases mutadas. 
4.3. Oligonucleótidos utilizados como sustrato 
Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados como sustrato 
Nombre(1) Secuencia (5’-3’)(2) Cadena 
Fl-TGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCTGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-UGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCUGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-MGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCMGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-OGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCOGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5BC_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCbCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5BU_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCbUGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5FU_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCfUGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5OHU_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCohUGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5OHMU_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCohmeUGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-5OHMC_CGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCohmeCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
APGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCAPGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-APGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCAPGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-TCGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTTCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-UCGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTUCGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-TAGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCTAGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-UAGF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCAGCTCUAGGTCACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-TXF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCATATATTATAACGCTGACCAGGAATACC Superior 
Fl-UXF TCACGGGATCAATGTGTTCTTTCATATAUTATAACGCTGACCAGGAATACC Superior 
CGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCGGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
 AGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCAGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
CGR-T GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCTGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
CGR-C GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCCGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
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Nombre(1) Secuencia (5’-3’)(2) Cadena 
MGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACMGGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
CAGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACCTGGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
MAGR GGTATTCCTGGTCAGCGTGACMTGGAGCTGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
CXR-G GGTATTCCTGGTCAGCGTTATAGTATATGAAAGAACACATTGATCCCGTGA Inferior 
Las regiones relevantes se encuentran marcadas en negrita. Las regiones subrayadas son lesiones o bases 
apareadas con la lesión. (1) Fl = fluoresceína. (2) M = 5-metilcitosina; O = 8-oxoguanina; bC = 5-bromocitosina; 
bU = 5-bromouracilo; fU = 5-fluorouracilo; ohU = 5-hidroxiuracilo; ohmeU = 5-hidroximetiluracilo; ohmeC = 
5-hidroximetilcitosina; AP = tetrahidrofurano, análogo sintetico de sitio AP. 
4.4. Cebadores empleados para el genotipado de plantas 
Tabla 10. Cebadores empleados en el genotipado de plantas 
Nombre Secuencia (5’-3’) Observaciones 
MBD4-F4 GTGGATGTGTTTAGTGTTGCC  
MBD4-R5 GCTCATAGAAGTAGTTGCCTC  
pGKB5-LB4 CCAGGTGCCCACGGAATAGT Su secuencia está presente en la inserción de 
ADN-T de la línea mutante de plantas 
FLAG_249E06 (mbd4-/-). 
UNG-F4 ACTTGGAGAAGGTAAAGCAATTCA  
UNG-R3 CCATACAAAATATAATACACCACCACTC  
pACLB8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC Su secuencia está presente en la inserción de 
ADN-T de la línea mutante de plantas GK-440E07 
(ung-/-). 
CYCB1;1-F1 AACCTGTAGTCAAGAGAAACG Corresponde a una secuencia del transgen 
CycB1;1-GUS, presente en las plantas de la línea 
F4AC. 
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4.5. Cebadores empleados para la detección de transcritos y estudio 
del nivel de expresión de MBD4 mediante PCR en tiempo real 
Tabla 11. Cebadores empleados para determinar el patrón de expresión de MBD4 en distintos 
tejidos de planta 





(1) Como control constitutivo se empleó el gen de la 
actina (ACTIN2). (2) El punto de unión entre exones se 
indica con el símbolo “^”. 
4.6. Cebadores empleados para clonar y fusionar el promotor de MBD4 
al gen reportero GUS 
Tabla 12. Cebadores empleados para construir la fusión MBD4:GUS 
Nombre Secuencia (5’-3’)(1) 
MBD4-XbaI-F7 AATCTAGACAGAATAAGAAGGAGAAGAAGAA 
MBD4-XbaI-R9 TTTCTAGACATCTCAATTTATACACAGAGAAT 
(1) En negrita se muestran las dianas de restricción pertinentes 
4.7. Cebadores empleados para la clonación del promotor y región 
codificante de MBD4 
Los siguientes cebadores fueron empleados para clonar el promotor y la 
secuencia codificante del gen MBD4, para la complementación de las plantas mbd4-/-:
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Tabla 13. Cebadores empleados para clonar la región codificante de MBD4 junto con su 
promotor 
Nombre Secuencia (5’-3’)(1) 
MBD4-BamHI-F6 AAGGATCCCAGAATAAGAAGGAGAAGAAGAA 
MBD4-NheI-R7 AAGCTAGCAACTAAAGTTGTGATTGGCTGTA 
(1) En negrita se muestran las dianas de restricción pertinentes 
4.8. Otros cebadores 
Tabla 14. Otros cebadores utilizados durante el desarrollo del presente trabajo 
Nombre Secuencia (5’-3’) Observaciones 
pUNI-Fw CTGTTGGTGTGTCTATTAAATCG Flanquea el sitio de clonación en el vector pUNI51. 
pUNI-Rv TGGCTGGCAACTAGAAGGCAC Flanquea el sitio de clonación en el vector pUNI51. 
MBD4-F1 ACAAAAGAAGAGAACCAAAATG Empleado en la secuenciación del vector pUNI51 con el 
ADNc de MBD4. 
MBD4-R1 TTCCTCCTCCTCACACCTTT Empleado en la secuenciación del vector pUNI51 con el 
ADNc de MBD4. 
MBD4-R2 AGGTATACATCATCGGTCTTTT Empleado en la secuenciación del vector pUNI51 con el 
ADNc de MBD4. 
MBD4-F8 AGTTTTACCTTTCCACATCTCA Empleado en la secuenciación de las construcciones 
pMDC162-MBD4 y pCAMBIA1390-MBD4. 
MBD4-F9 GATTGGACTCTGTTACCTAAA Empleado en la secuenciación de las construcciones 
pMDC162-MBD4 y pCAMBIA1390-MBD4. 
MBD4-R10 TGAGATGTGGAAAGGTAAAACT Utilizado para comprobar la orientación del inserto en la 
construcción pMDC162-MBD4. 
malE GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC Presente en el vector de expresión pMAL-c2X. 
malE-R1 ATACTTGAACGCATAACCCCC Presente en el vector de expresión pMAL-c2X. 
Forward GTAAAACGACGGCCAGT Oligonucleótido “universal” cuya secuencia está presente 
en multitud de vectores. 
Reverse AACAGCTATGACCATG Oligonucleótido “universal” cuya secuencia está presente 
en multitud de vectores. 
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG Presente en el vector de expresión pET 28c. 
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG Presente en el vector de expresión pET 28c. 
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5. Bioinformática 
5.1. Programas para el análisis de datos y secuencias 
Para el procesado y manejo de los datos obtenidos en el transcurso del trabajo, 
así como para el análisis de las secuencias estudiadas, se han utilizado distintos 
programas informáticos: 
Tabla 15. Programas empleados para la gestión y análisis de datos y secuencias 
Programa  Aplicación 
LaserGene 7.1 (DNASTAR) SeqBuilder Edición de secuencias, análisis de sitios de restricción. 
 MegAlign Alineamiento de secuencias. 
 SeqMan Gestión de cóntigos y ensamblaje de secuencias de ADN. 
OLIGO 6.45 (Molecular Biology Insights 
Inc.) 
Diseño de oligonucleótidos con las características deseadas en 
una secuencia problema. 
CFX Manager 3.0 (Bio-Rad) Análisis de datos de PCR en tiempo real en el sistema CFX 
ConnectTM. 
Microsoft Excel 2010 Cálculos y análisis estadísticos. 
SigmaPlot 10.0 (Systat Software) Cálculo de parámetros cinéticos de ensayos de actividad 
enzimática 
5.2. Análisis basado en homología de secuencias 
El análisis de elementos de secuencia de MBD4 se ha llevado a cabo mediante las 
herramientas InterProScan (Zdobnov & Apweiler, 2001), DISOPRED (Ward et al, 2004), 
disponibles en el servidor Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) (Arnold et al, 
2006) y ELM-the database of eukaryotic linear motifs (http://elm.eu.org/) (Dinkel et al, 
2012). 
Los alineamientos múltiples de las proteínas MBD4 y otras glicosilasas de la 
superfamilia HhH se han elaborado con la herramienta M-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/ 
apps/tcoffee/do:mcoffee) (Di Tommaso et al, 2011; Moretti et al, 2007; Notredame et al, 
2000; Wallace et al, 2006) y se han visualizado, ajustado y corregido manualmente con 
el programa Vector NTI® AlignX (Invitrogen). Con esta herramienta se analizó además la 
significación estadística de los alineamientos, según el parámetro Absolute Complexity. 
A partir del alineamiento de las proteínas MBD4 y otras glicosilasas de la 
superfamilia HhH (Tabla 16) se generó un árbol filogenético por el método Neighbor 
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Joining. La representación gráfica y edición de dicho árbol en forma radial se llevó a 
cabo mediante la herramienta TreeDyn v198.3 (Chevenet et al, 2006) disponible en la 
plataforma Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr/) (Dereeper et al, 2008). 
Tabla 16. Números de acceso de las ADN glicosilasas de la superfamilia HhH utilizadas 
Especie \ Enzima MutY EndoIII/Nth OGG1 AlkA/MAG 
Arabidopsis thaliana NP_193010 AAD26474.2 NP_173590 NP_190657.1 
Homo sapiens NP_001121897.1 NP_002519.1 CAA72414.1  
Mus musculus NP_001153053.1 NP_032769.2 AAB63151  
Gallus gallus XP_422433.3 NP_001073043.1 NP_001264767.1  
Drosophila melanogaster  NP_610078.2 AAF46404.2  
Saccharomyces cerevisiae  NP_014599.1 AAC49312.1 NP_011069.1 
Schizosaccharomyces pombe NP_594145.1 NP_593210.1  NP_593991.1 
Escherichia coli CAA36624.1 AAA24227.1  P04395.1 
5.3. Modelado estructural del dominio catalítico de MBD4 
El modelo de la estructura tridimensional de la región catalítica de la proteína 
MBD4 de A. thaliana (aminoácidos 307-445) se construyó utilizando la herramienta 
Swiss-Pdb Viewer (Bordoli et al, 2009). Para ello, se han empleado como modelos las 
estructuras 3D de la proteína MBD4 de Mus musculus unida a un ADN con un 
apareamiento incorrecto T:G, y de la proteína MBD4 de Homo sapiens unida a un ADN 
con un sitio AP [códigos de acceso del Protein Data Bank: 4EVV (Hashimoto et al, 2012b) 
y 4DK9 (Manvilla et al, 2012), respectivamente]. Las coordenadas del ácido nucleico de 
4DK9 se han utilizado para superponer la estructura de una molécula de ADN con un 
sitio AP en el modelo de MBD4 de A. thaliana. Las figuras estructurales se han preparado 
con el programa PyMOL (http://www.pymol.org/). 
5.4. Distribución filogenética y arquitectura de dominios de homólogos 
de MBD4 
5.4.1. Búsqueda y análisis de secuencias homólogas de MBD4 
La búsqueda, recopilación y análisis de secuencias homólogas de MBD4 en 
múltiples especies se ha llevado a cabo mediante diversas herramientas informáticas y 
utilizando información recogida en diferentes bases de datos, que se detallan a 
continuación. 
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Búsqueda de homólogos mediante cDART 
La herramienta cDART (Conserved Domain Architecture Retrieval Tool) disponible en 
el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cgi) (Geer et al, 
2002) se ha utilizado para identificar proteínas con una distribución de dominios similar 
a la de la proteína MBD4 humana. Se han seleccionado aquellas secuencias que 
mostraran un dominio MBD en su región amino y un dominio glicosilasa tipo ENDO3c en 
su región carboxilo. 
Búsqueda de ortólogos en MetaPhOrs 
El repositorio MetaPhOrs (http://orthology.phylomedb.org/) (Pryszcz et al, 2011) 
se ha consultado para la búsqueda de secuencias homólogas adicionales mediante la 
visualización de árboles filogenéticos y alineamientos de múltiples secuencias. Se han 
seleccionado aquellas secuencias anotadas como probables ortólogos de la proteína 
MBD4 humana, en función del resultado combinado de los servicios de predicción de 
homología disponibles (PhylomeDB, EnsemblCompara, EggNOG, OrthoMCL, COG, 
Fungal Orthogroups, y TreeFam). 
Búsqueda de homólogos mediante BLAST 
La identificación del ortólogo de MBD4 de A. thaliana estudiado en este trabajo se 
ha llevado a cabo mediante alineamiento de secuencias de tipo local (Basic Local 
Alignment Search Tool, BLAST), empleando como sonda la secuencia de aminoácidos de 
la proteína MBD4 de humanos. Para la comparación con secuencias de la base de datos 
de aminoácidos y de nucleótidos se recurrió a las herramientas Blastp (protein-protein 
BLAST) y TBlastn (protein-nucleotide BLAST) respectivamente, disponibles en el Centro 
Nacional para la Información Biotecnológica de EE. UU. (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI). 
Para buscar proteínas homólogas remotas de MBD4 en otras especies se ha 
empleado el programa DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST) 
(Boratyn et al, 2012), disponible en el NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando 
como sonda tanto la secuencia del ortólogo de humanos como el de A. thaliana 
identificado en este trabajo. El resultado inicial de cada búsqueda se refinó mediante un 
paso posterior de iteración con PSI-BLAST (Position Specific Iterated BLAST) (Altschul et 
al, 1997). Aquellas secuencias con un E-value comprendido entre 0 y un valor similar al 
de la primera secuencia no MBD4 del mismo organismo cuya MBD4 se empleó como 
sonda se incluyeron en una selección preliminar. El proceso se repitió sucesivamente 
limitando los resultados a diferentes taxones para obtener positivos previamente no 
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identificados en una búsqueda global, debido a las limitaciones de las herramientas 
utilizadas. 
Análisis por lotes de secuencias candidatas 
Los posibles homólogos de MBD4 identificados mediante los tres métodos 
descritos más arriba se analizaron por lotes con la herramienta de análisis de dominios 
conservados Batch CD Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/ 
bwrpsb.cgi) (Marchler-Bauer & Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al, 2011; Marchler-Bauer 
et al, 2013) ajustando el parámetro de búsqueda E-value en 1. La arquitectura de 
dominios de cada posible homólogo se examinó diferenciando aquellos que contenían 
en su secuencia un dominio MBD además del dominio glicosilasa HhH. Aquellas 
secuencias que contenían dominios característicos de glicosilasas distintas a MBD4, 
como Nth y MutY, fueron descartadas. Las secuencias MBD4 validadas se analizaron en 
busca de patrones de secuencia conservados con la herramienta Pratt 2.1 
(http://web.expasy.org/pratt/) (Jonassen, 1997; Jonassen et al, 1995). 
5.4.2. Elaboración de un árbol filogenético de homólogos de MBD4 
La recopilación final de secuencias homólogas de MBD4 revisadas (Tabla 17) se 
guardó en una colección personal en la web del NCBI. A partir de esta colección se 
obtuvo la lista de identificadores de especie (taxID) con la herramienta NCBI Taxonomy 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy). Dicho listado de especies se introdujo en la 
herramienta iTOL (Interactive Tree Of Life) (http://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2007) 
para confeccionar el árbol filogenético de homólogos de MBD4. 
Tabla 17. Números de acceso de las secuencias homólogas de MBD4 en las bases de datos 
utilizadas 
Especie MethaPhOrs cDART DELTA-BLAST 
Acyrthosiphon pisum Phy0010AIX   
Ailuropoda melanoleuca   XP_002925241.1 
Amphimedon queenslandica   XP_003386267.1 
Anolis carolinensis Phy002IVC9 XP_003224933.1  
Arabidopsis lyrata subsp. lyrata   XP_002882558.1 
Arabidopsis thaliana Phy001Q71E  NP_974253.1 
Aspergillus fumigatus Phy000FPOS   
Bombyx mori Phy000VI1I   
Bos taurus PhyZ0008OW NP_001029577.1  
Brachypodium distachyon   XP_003580913.1 
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Especie MethaPhOrs cDART DELTA-BLAST 
Branchiostoma floridae Phy000X7RR XP_002585728.1  
Callithrix jacchus Phy002NA6R XP_002758735.2  
Canis lupus familiaris PhyZ0014EW XP_003432809.1  
Cavia porcellus Phy002SU0J XP_003463224.1  
Chlamydomonas reinhardtii PhyZ007JLK   
Chlorella variabilis   EFN59677.1 
Choloepus hoffmanni Phy002QVYS   
Ciona savignyi Phy002Q6KH   
Coccidioides immitis PhyZ007X5E   
Coccidioides posadasii RMSCC 3488 Phy002ZIGG   
Coccomyxa subellipsoidea C-169   EIE24531.1 
Cricetulus griseus  XP_003507402.1  
Daphnia pulex   EFX70091.1 
Dipodomys ordii Phy002PCEM   
Equus caballus Phy002OKT8 XP_001490372.1  
Erinaceus europaeus Phy002UYPB   
Felis catus Phy002NR2V XP_003982557.1  
Gallus gallus Phy000793E  AAF68981.1 
Gasterosteus aculeatus Phy002RR1N   
Gibberella zeae Phy0007VRH   
Glycine max   XP_003544020.1 
Gorilla gorilla Phy002IZ68 XP_004036336.1  
Heterocephalus glaber  EHB14302.1  
Homo sapiens Phy0008E6A NP_003916.1 AAC68879.1 
Hordeum vulgare subsp. vulgare   BAK05340.1 
Hydra magnipapillata   XP_002167512.1 
Ictidomys tridecemlineatus Phy002RGQH   
Ixodes scapularis  XP_002410284.1  
Laccaria bicolor Phy000JYSX   
Loxodonta africana Phy002K4ZE XP_003410013.1  
Macaca fascicularis  EHH66553.1  
Macaca mulatta PhyZ0021ZR EHH21027.1  
Meleagris gallopavo   XP_003210268.1 
Microcebus murinus Phy002TDEX   
Monodelphis domestica PhyZ002ODL XP_001376329.2  
Mus musculus Phy003948X NP_034904.2 AAC68878.1 
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Especie MethaPhOrs cDART DELTA-BLAST 
Mustela putorius furo   AES01654.1 
Myotis lucifugus Phy002L5XV   
Nematostella vectensis Phy000W71Q   
Neurospora crassa Phy000B2TD   
Nomascus leucogenys  XP_003265080.1  
Ochotona princeps Phy002VNL7   
Oreochromis niloticus  XP_003438886.1  
Oryctolagus cuniculus Phy002SLES XP_002713197.1  
Oryza sativa Indica Group PhyZ00CKF5   
Oryza sativa Japonica Group Phy000TVSO   
Oryzias latipes Phy002KMNS XP_004070828.1  
Ostreococcus tauri Phy002CVYJ   
Otolemur garnettii Phy002ULT4 XP_003796279.1  
Pan paniscus  XP_003829480.1  
Pan troglodytes Phy000BLKA BAK62846.1  
Papio anubis   XP_003906930.1 
Pediculus humanus corporis Phy0010RXT   
Physcomitrella patens subsp. patens Phy002DJJK   
Pongo abelii  NP_001127160.1  
Pongo pygmaeus Phy002TVTH   
Populus trichocarpa   XP_002320594.1 
Procavia capensis Phy002U2MB   
Pteropus vampyrus Phy002POUJ   
Rattus norvegicus Phy000CNIN EDM02138.1  
Ricinus communis   XP_002514395.1 
Saccoglossus kowalevskii  XP_002738372.1  
Sarcophilus harrisii  XP_003762506.1  
Selaginella moellendorffii   XP_002987754.1 
Sorex araneus Phy002JLWY XP_004613238.1  
Sorghum bicolor   XP_002467314.1 
Strongylocentrotus purpuratus Phy0037N94 XP_783908.2  
Sus scrofa Phy002Q01D   
Taeniopygia guttata Phy002OVTW   
Takifugu rubripes Phy0006YOQ XP_003963464.1  
Tarsius syrichta Phy002R7DT   
Tetraodon nigroviridis Phy000DNLZ   
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Especie MethaPhOrs cDART DELTA-BLAST 
Trichoplax adhaerens Phy002W0BO   
Tupaia belangeri Phy002LZ7S   
Tursiops truncatus Phy002MIZZ XP_004325886.1  
Vicugna pacos Phy002QPZ8   
Vitis vinifera   CBI29440.3 
Volvox carteri f. nagariensis   XP_002953192.1 
Xenopus |Silurana| tropicalis PhyZ005D1U NP_001037916.1  
5.5. Predicción de sitios de modificación postraduccional 
Para la predicción de sitios de fosforilación y otros motivos susceptibles de 
modificación postraduccional en la proteína MBD4 de A. thaliana se emplearon las 
herramientas ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite/) (de Castro et al, 
2006), PlantPhos (http://csb.cse.yzu.edu.tw/PlantPhos/) (Lee et al, 2011) y PhosPhAt 4.0 
(http://phosphat.mpimp-golm.mpg.de/) (Durek et al, 2010). 
6. Extracción y purificación de ácidos nucleicos 
6.1. Aislamiento de ADN plasmídico 
6.1.1. Miniprep mediante el método CTAB 
El protocolo utilizado está basado en el descrito por Murray y Thompson (Murray 
& Thompson, 1980) con algunas modificaciones. 
El protocolo utilizado está basado en el descrito por Murray y Thompson (Murray 
& Thompson, 1980) con algunas modificaciones. 
Se partió de un cultivo estacionario de la estirpe portadora del plásmido crecido 
en 5 mL de medio LB con la selección apropiada. Se centrifugaron 3 mL de este cultivo 
durante 2 min a 13.000 rpm, y las células se resuspendieron en 200 µL de STET1. A 
continuación se añadieron 4 µL de lisozima (50 mg/mL) y 2 µL de ribonucleasa 
(10 mg/mL), y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente la 
muestra se calentó a 100 °C durante 45 s y se centrifugó 10 min a 13.000 rpm. Los 
1 STET: 8 % sacarosa (p/v); 0.1 % Tritón X-100 (v/v); 50 mM EDTA; 50 mM Tris-HCl pH 8. 
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restos celulares de aspecto mucoso se retiraron con un palillo estéril, se añadieron 
10 µL de CTAB1 y se incubó 5-10 min a temperatura ambiente. Tras una centrifugación 
de 5 min a 13.000 rpm se desechó el sobrenadante y el ADN se resuspendió en 300 µL 
de una solución 1.2 M de NaCl. Se añadieron 750 µL de etanol frío al 100 %, y el 
precipitado obtenido, tras centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm, se lavó con etanol al 
70 % (v/v), se secó mediante centrifugación en vacío (Speed-Vac) y se resuspendió en 
20 µL de agua desionizada estéril. 
6.1.2. Miniprep con Perfectprep® PlasmidMini Kit (Eppendorf) 
La purificación se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
procedimiento está basado en una lisis alcalina, seguida de la unión del ADN plasmídico 
a una matriz de sílice y su posterior elución en condiciones apropiadas de pH y 
concentración salina. 
6.2. Aislamiento de ADN genómico de Arabidopsis thaliana 
6.2.1. Extracción con DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) 
Se partió, en general, de 100 mg de tejido y el aislamiento de ADN de la planta se 
realizó según las instrucciones del fabricante. El procedimiento está basado en una lisis 
alcalina seguida de un tratamiento con ribonucleasa y una precipitación de 
polisacáridos y proteínas. Posteriormente el ADN se une a una membrana de sílice y se 
eluye en condiciones salinas y de pH adecuadas. 
6.2.2. Extracción de ADN para PCR de genotipado 
Una muestra de tejido (aproximadamente 1 cm2) procedente de una hoja de 
roseta se introdujo en un tubo eppendorf y se añadieron 400 µL de tampón de 
extracción2. El tejido se trituró con ayuda de una punta de pipeta estéril y el contenido del 
tubo se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El 
sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo y el ADN se precipitó añadiendo un volumen 
de isopropanol e incubando durante 10 min a temperatura ambiente. Tras centrifugar a 
13.000 rpm durante 5 min el precipitado se lavó dos veces con etanol al 70 %. Por 
1 CTAB: 5 % bromuro de hexadeciltrimetilamonio (p/v). 
2 Tampón de extracción: 200 mM Tris HCl pH 7.5; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0.5 % SDS (p/v). 
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último, el ADN se secó por centrifugación en vacío (Speed-Vac) y se resuspendió en 
100 µL de tampón TE1. 
6.3. Aislamiento de ARN total de Arabidopsis thaliana 
El ARN se aisló de raíz, hojas de roseta, hojas de tallo, tallo, flores y silicuas de 
plantas de Arabidopsis thaliana de 45 (adultas) y 60 (senescentes) días de edad, de 
semillas maduras y de plántulas de 3 y 15 días de edad. Se partió, en general, de 100 mg 
de tejido y se efectuó el aislamiento de ARN por duplicado. 
6.3.1. Extracción con RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) 
Se partió de 100 mg de tejido y el aislamiento del ARN total de la planta se realizó 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento consiste en la unión del ARN 
a una membrana de sílice en condiciones altamente salinas, con un paso previo de lisis 
en presencia de guanidinisotiocinato y un paso final de elución del ARN en agua 
desionizada libre de ribonucleasas. 
6.3.2. Extracción de ARN de muestras con alta concentración de polisacáridos 
El protocolo está basado en el descrito por Oñate-Sánchez y Vicente-Carbajosa 
(Oñate-Sánchez & Vicente-Carbajosa, 2008), con algunas modificaciones. Este protocolo 
fue utilizado de manera específica para el aislamiento de ARN de semillas y silicuas. 
Una muestra de tejido de 20 mg se trituró con nitrógeno líquido y se transfirió a 
un tubo eppendorf de 2 mL previamente enfriado. Se resuspendió la muestra en 550 µL 
de tampón de extracción2, se añadieron 550 µL de cloroformo y se centrifugó 3 min a 
13.000 rpm. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo de 2 mL, se añadió 500 µL de 
fenol ácido y se mezcló por vórtex. A continuación se añadieron 200 µL de cloroformo y 
se centrifugó 3 min a 13.000 rpm. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo, se 
añadió 1/3 volumen de LiCl 8 M, se mezcló por inversión y se dejó la muestra precipitar 
durante 1 h a -20 °C. Tras la precipitación se centrifugó la muestra durante 30 min a 
13.000 rpm a 4 °C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 30 µL de 
agua desionizada libre de ribonucleasas. Se añadieron a la muestra 470 µL de agua 
desionizada libre de ribonucleasas, 7 µL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 250 µL de 
etanol, se mezcló por inversión y se centrifugó 10 min a 13.000 rpm a 4 °C. El 
1 Tampón TE: 10 mM Tris HCl pH 8; 1 mM EDTA. 
2 Tampón de extracción: 400 mM LiCl, 200 mM Tris HCl pH 8; 25 mM EDTA; 1 % SDS (p/v). 
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sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo de 2 mL, se añadieron 43 µL de acetato de 
sodio 3 M pH 5.2 y 750 µL de etanol, se mezcló por inversión y se dejó precipitar durante 
1 h a -20 °C. A continuación se centrifugó durante 20 min a 13.000 rpm a 4 °C, se 
descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 200 µL de EtOH 70 %. Seguidamente se 
centrifugó durante 5 min a 13.000 rpm a 4 °C y se descartó el sobrenadante. Finalmente, 
el pellet se secó mediante centrifugación en vacío (Speed-Vac) y se resuspendió en 20 µL 
de agua desionizada libre de ribonucleasas. Las soluciones empleadas durante este 
protocolo se trataron previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) para inactivar la 
posibles ribonucleasas. 
6.3.3. Precipitación y almacenamiento de larga duración de ARN 
Este procedimiento (Wan & Wilkins, 1994; Wilkins & Smart, 1996) se usó para el 
almacenamiento a largo plazo de las muestras de ARN purificado. A cada muestra se 
añadieron 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 6 y 2 volúmenes de EtOH 100 % 
frío, y se mantuvo durante 48 h a -80 °C. A continuación, se centrifugó durante 30 min a 
14.000 rpm a 4 °C, se decantó el exceso de etanol y se añadieron 500 µL EtOH 70 % 
previamente tratado con DEPC. En estas condiciones el ARN pudo ser almacenado a 
-80 °C indefinidamente. 
Cuando fue necesario el uso de una muestra de ARN almacenada, se centrifugó 
15 min a 14.000 rpm a 4 °C, se eliminó el sobrenadante por decantación y se secó el 
pellet mediante centrifugación en vacío (Speed-Vac). Finalmente se resuspendió en el 
volumen deseado de agua desionizada tratada con DEPC. 
7. Tratamiento enzimático de ácidos nucleicos 
7.1. Tratamiento con endonucleasas de restricción 
Las enzimas de restricción empleadas fueron suministradas por las casas 
comerciales Roche y New England Biolabs. Los tratamientos del ADN con una única 
enzima de restricción o con enzimas que actúan en el mismo tampón se llevaron a cabo 
a la temperatura recomendada durante al menos 1 h utilizando 3-4 unidades de enzima 
por microgramo de ADN. 
Cuando los tratamientos se realizaron con dos enzimas que no actúan en el 
mismo tampón, en primer lugar se añadió la enzima cuyo tampón contenía menor 
concentración salina y se incubó, al menos, 1 h. A continuación se añadieron las sales 
necesarias para el funcionamiento óptimo de la segunda, así como la propia 
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endonucleasa y la incubación se prolongó durante otros 60 min. Cuando la restricción 
se realizó con dos enzimas cuyas temperaturas óptimas de reacción eran diferentes, en 
primer lugar, se añadió la enzima cuya temperatura óptima era más alta para, a 
continuación, incubar con la de temperatura más baja. Para cada temperatura el tiempo 
de incubación fue de al menos 1 h. Las enzimas de restricción se inactivaron según las 
instrucciones del fabricante, generalmente incubándolas durante 20 min a 65 °C. 
7.2. Desfosforilación 
La desfosforilación de plásmidos linearizados antes de su unión con el inserto 
correspondiente disminuye drásticamente la frecuencia de reacciones intramoleculares 
y, por tanto, el número de plásmidos sin inserto que se obtienen tras la ligación. La 
reacción se llevó a cabo usando 1 unidad de fosfatasa alcalina de gamba (Alkaline 
Phosphatase, shrimp, Roche) por cada 50 ng de plásmido linearizado en el tampón 
aportado por la casa comercial e incubando a 37 °C durante 1 h. Posteriormente la 
enzima se inactivó calentando a 65 °C durante 15 min. 
7.3. Ligación de fragmentos de ADN a vectores plasmídicos 
La unión de fragmentos de ADN a vectores linearizados se llevó a cabo utilizando 
el kit Rápido de Ligación de ADN (Rapid DNA Ligation Kit, Roche), la ADN ligasa del fago T4 
(Roche y/o Dominion MBL), siguiendo las indicaciones del fabricante.  
Para clonar fragmentos de ADN amplificados por PCR se empleó el sistema 
pGEM®-T Easy Vector System (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Antes de la ligación, los productos de PCR se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel 
Extraction, de Qiagen.  
Cuando la polimerasa empleada en la PCR no incorporaba una adenina terminal al 
fragmento de PCR, antes de realizar la ligación con el vector se procedió a la adición de 
adeninas terminales mediante una incubación del fragmento amplificado en presencia 
de dATP (0.2 mM) y ADN polimerasa Taq (0.1 U, Bioline o Biotools) durante 30 min a 
70 °C. 
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8. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
8.1. PCR estándar 
Para la amplificación estándar de fragmentos de menos de 4.5 kb se emplearon 
ADN polimerasas termoestables Taq (Biotools, Bioline o MBL), con los tampones 
suministrados por la correspondiente casa comercial, y las condiciones de reacción que 
se indican (Tabla 18). La reacción se realizó con 1.5 pmol/µL de cada cebador, una 
concentración 4 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTP y 0.6 U de polimerasa. La cantidad de 
ADN molde empleada fue de 80-100 ng cuando la reacción se realizó con ADN 
genómico y 30 ng cuando se usó ADN plasmídico. 
Tabla 18. Condiciones estándar de la PCR 
Etapa Temperatura(1) Tiempo(2) Nº de ciclos(3) 
Desnaturalización inicial 94 °C 5 min 1 
Desnaturalización 94 °C 30 s  
Unión al cebador Tun 30 s N 
Extensión 72 °C Text  
Extensión final 72 °C 10 min 1 
 10 °C Indefinido - 
(1) Tun es la temperatura de unión de los cebadores al molde. (2) Text es el tiempo de 
extensión de la reacción, normalmente 1 min por cada kb de producto. (3) N es 30 si el 
molde utilizado es ADN plasmídico y 35 si es ADN genómico.  
8.2. PCR de colonia 
Para realizar una PCR a partir de una colonia bacteriana, se tomó la colonia con 
una punta de pipeta estéril y se resuspendió en 50 µL de H2O destilada. Una alícuota de 
esta suspensión se utilizó para inocular 3-5 mL de medio selectivo que se incubó toda la 
noche a 37 °C y 250 rpm. El volumen restante se hirvió durante 10 min, y se centrifugó 
durante 5 min a 13.000 rpm. Las reacciones de PCR se realizaron con 5 µL del 
sobrenadante. El ADN de los clones que resultaron positivos se aisló a partir de los 
cultivos preparados con anterioridad. 
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8.3. PCR para genotipado de plantas 
Las condiciones de la reacción fueron las que se indican para la PCR estándar 
(ver apartado 8.1). En esta PCR se empleó una mezcla de reacción con tres cebadores: 
dos de ellos homólogos a la región genómica que flanquea la inserción de ADN-T, y un 
tercero que contiene una región homóloga perteneciente al ADN-T (ver Tabla 10). De 
esta forma, la PCR de genotipado puede generar dos amplicones distintos en tamaño: 
un fragmento que indica la presencia del alelo silvestre y/o uno correspondiente al alelo 
mutante causado por la inserción de ADN-T. Como molde se usaron 5 µL de ADN 
obtenido según el protocolo de extracción de ADN para PCR de genotipado (ver 
apartado 6.2). 
Alternativamente, y en especial para el genotipado de un número elevado de 
plantas de forma simultánea, se utilizó el kit Phire® Plant Direct PCR (Finnzymes), 
siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones. Este método 
permitió llevar a cabo las PCR de genotipado directamente a partir de extractos crudos 
de hojas. No fue necesario purificar previamente el ADN genómico, gracias a la alta 
procesividad y resistencia a inhibidores de la polimerasa incluida, Phire® Hot Start II DNA 
Polymerase. Para prevenir la contaminación cruzada entre muestras, en lugar de usar el 
punzón incluido en el kit se utilizaron puntas de pipeta previamente recortadas y 
esterilizadas (Figura 66). 
 
Figura 66. Obtención de tejido para PCR de genotipado de plantas a partir de extracto crudo de 
hoja. Se utilizó una punta recortada de pipeta para recortar un disco de tejido a partir de una hoja 
de roseta de cada planta, en una hoja de papel colocada sobre una base acolchada. 
8.4. PCR con ADN polimerasas termoestables de alta fidelidad 
En los casos en que resultó de especial importancia evitar la introducción de 
mutaciones durante la amplificación se utilizó la polimerasa PfuUltra High Fidelity DNA 
Polymerase (Stratagene), una enzima que además de actividad ADN polimerasa, posee 
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actividad correctora exonucleasa 3’-5’. Dicha actividad correctora le confiere una mayor 
fidelidad que la que presentan otras polimerasas. La reacción se llevó a cabo con 
0.4 pmoles de cada cebador, una concentración de 0.8-1 mM de dNTP y 2.5 U de 
polimerasa. Las condiciones de temperaturas y ciclos para la PCR son las descritas para 
la PCR estándar (Tabla 18). 
8.5. Síntesis de ADNc mediante transcripción inversa 
Se utilizó el kit qScript™ cDNA Synthesis (Quanta Biosciences) y se siguieron las 
instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones. El tratamiento del ARN aislado 
(ver apartado 6.3) con ADNasa no fue necesario, dado que al menos uno de los 
cebadores de cada pareja utilizada posteriormente en la PCR en tiempo real contenía un 
punto de unión entre exones (ver Tabla 11).  
A una dilución que contenía 200 ng (1 µg en el caso del análisis comparativo de 
expresión de MBD4 en plantas silvestres y mutantes) de ARN total se añadieron 4 µL de 
tampón de reacción (5x qScript Reaction Mix, que incluye cebador oligodT, dNTP, 
magnesio y cebadores arbitrarios), 1 µL de retrotranscriptasa 50x qScript Reverse 
Transcriptase y agua hasta 20 µL. Se incubó la mezcla en un termociclador, con un 
primer ciclo a 22 °C durante 5 min, un segundo ciclo a 42 °C durante 30 min, un tercero a 
85 °C durante 5 min y un ciclo final a 4 °C indefinidamente. Cuando fue necesario, el 
ADNc obtenido se diluyó en 10 mM Tris-HCl pH 8 y 0.1 mM EDTA para su 
almacenamiento a -20 °C. 
8.6. PCR en tiempo real 
Esta técnica se empleó para estudiar el nivel relativo de transcrito de MBD4 en 
plantas silvestres en diferentes tejidos y etapas del desarrollo, y en plantas mutantes 
(mbd4, ung, mbd4 ung y mbd4 MBD4*) en relación a las silvestres. Para ello se usaron las 
parejas de cebadores descritos en la Tabla 11. 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo por triplicado (3 repeticiones técnicas a 
partir de los ADNc de 2-4 réplicas biológicas) en un termociclador CFX Connect (CFX 
Connect™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad), utilizando la mezcla de reacción iQTM 
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). En un volumen final de 10 µL se utilizaron como molde 
el ADNc obtenido de 4 ng de ARN por transcripción inversa (ver apartado anterior), y se 
procedió a añadir el resto de componentes de la mezcla de reacción siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las condiciones de la PCR son las que se detallan a 
continuación: 
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Tabla 19. Condiciones de PCR en tiempo real 
Etapa(1) Temperatura(2) Tiempo Nº de ciclos 
Desnaturalización inicial 95 °C 2 min 30 s 1 
Desnaturalización 95 °C 30 s 
40 
Unión del cebador / Extensión 60 °C 30 s 
Curva de disociación 55 °C 10 s 80 
(1) En las etapas de unión al cebador y curva de disociación (melting) se efectúa un 
análisis de los datos de fluorescencia. (2) La temperatura de unión (annealing) 
empleada es la misma para los cebadores de los dos genes analizados. 
Se usó como control interno el gen ACTIN2. La temperatura de annealing de las 
dos parejas cebadores fue la misma, permitiendo el análisis de expresión de los genes 
MBD4 y ACTIN2 de manera simultánea en la misma placa.  
Los datos se analizaron mediante el método ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001). El 






El valor CT es el ciclo de la PCR donde el número de moléculas amplificadas 
alcanza un valor umbral fijado; el término exp alude a las condiciones de interés 
(diferentes tejidos de plantas silvestres, o bien las plantas mutantes mbd4-/-), mientras 
que control simboliza las condiciones estándar (un tejido particular de las plantas 
silvestres al que se asigna un valor relativo de expresión 1). El término ref representa el 
gen utilizado como control interno, ACTIN2, y target representa al gen de interés, en este 
caso MBD4. Los valores de CT obtenidos experimentalmente eran considerados como 
válidos si la dispersión de los datos de cada triplicado mostraba una desviación típica 
menor a 0.5. 
El uso de este método requiere una eficiencia igual o próxima a 2 (equivalente al 
100 %) para ambas parejas de cebadores. En las condiciones experimentales 
empleadas no se encontró una diferencia significativa entre las eficiencias de las dos 
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parejas de cebadores utilizadas, que resultaron en ambos casos muy próximas (1.94) al 
valor ideal.  
9. Electroforesis de ácidos nucleicos 
9.1. Electroforesis en geles de agarosa 
La separación e identificación de moléculas de ADN o ARN se realizó mediante 
electroforesis horizontal en geles de agarosa (Agarose SPI, Duchefa) disuelta en tampón 
TAE1. La concentración de agarosa varió en función del tamaño de los fragmentos a 
separar, oscilando entre 0.7-2 % (p/v). Para poder visualizar los ácidos nucleicos por 
transiluminación con luz ultravioleta, se añadió bromuro de etidio (0.5 µg/mL) a la 
solución de agarosa fundida. Cada muestra se mezcló con tampón de carga para geles de 
agarosa2 en proporción 4:1 (v/v). La electroforesis se realizó en cubetas horizontales con 
tampón TAE, a un voltaje constante de 1-4 V/cm. 
Los geles se fotografiaron con una cámara digital Kodak modelo DC290 y el 
programa Kodak 1D 3.5. La iluminación inferior procedía de un transiluminador de luz 
ultravioleta (Modelo TCX, Vilber Lourmat). Como patrones de peso molecular se 
emplearon diversas mezclas comerciales de fragmentos de ADN de peso molecular 
conocido. 
La concentración de ADN o ARN se determinó midiendo la densidad óptica (DO) a 
una longitud de onda de 260 nm con un espectrofotómetro (Nanodrop® ND-1000) o por 
fluorescencia en geles de agarosa en comparación con cantidades conocidas de 
patrones de ADN. 
9.1.1. Recuperación de los fragmentos de ADN de geles de agarosa 
La purificación de fragmentos de ADN se realizó usando el kit QIAquick Gel 
Extraction de Qiagen, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las soluciones 
incluidas en el kit proporcionan la concentración salina y pH adecuados para la unión del 
ADN a una membrana de sílice, y su posterior elución en condiciones básicas. 
1 Tampón TAE: 40 mM Tris-acetato (Trizma-base y ácido acético glacial); 1 mM EDTA pH 8. 
2 Tampón de carga para geles de agarosa: 0.25 % azul de bromofenol (p/v); 0.25 % azul de 
xilencianol (p/v); 40 % sacarosa (p/v) en 5x TAE. 
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9.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes de 
poliacrilamida 
Para la caracterización de las proteínas estudiadas se realizaron diversos 
ensayos enzimáticos cuyos productos de reacción se separaron en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida al 12 % y urea 7 M. Los cristales de 20 cm x 20 cm 
se limpiaron con jabón y agua destilada, se secaron en una estufa y se colocaron 
separados por espaciadores apropiados (0.5 mm), sobre el soporte y la cubeta 
suministrados por el fabricante (Owl). Cada gel (30 mL) se preparó disolviendo 12.5 g de 
urea en una mezcla que contenía 9 mL de solución 40 % Acrilamida:Bis 19:1 (Bio-Rad), 
3 mL de tampón 10x TBE1 y agua desionizada. La polimerización se inició añadiendo 
300 µL de Persulfato de amonio (0.1 %, v/v) y 30 µL de N,N,N’,N’-Tetrametiletildiamina 
(TEMED). Tras verter la mezcla entre los dos cristales, se introdujo el peine, y se dejó 
polimerizar durante unos 30 min. 
Las muestras se prepararon añadiendo tampón de carga desnaturalizante2, se 
calentaron a 95 °C durante 10 min y se aplicaron en los pocillos correspondientes. La 
electroforesis se llevó a cabo en tampón 1x TBE a un voltaje constante de 450 voltios. 
Previamente a la carga de las muestras los geles se precalentaron mediante 
electroforesis en las mismas condiciones anteriores durante al menos 30 min. 
10. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) 
La separación e identificación de las proteínas se llevó a cabo mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide 
Gel Electroforesis, SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). 
1 Tampón 10x TBE: 0.9 M Tris (Trizma Base); 0.9 M ácido bórico; 20 mM EDTA pH 8. 
2 Tampón de carga desnaturalizante: 80 % formamida (v/v); 10 mM EDTA pH 8; 1 mg/mL azul de 
bromofenol (p/v). 
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10.1. Preparación del gel 
Gel separador (5 mL) 
Se mezclaron 1.25 mL de solución LGB1 (Lower Gel Buffer), 1.25 mL de 40 % 
Acrilamida:Bis 37.5:1 (Bio-Rad) y 2.5 mL de agua. La polimerización se inició añadiendo 
30 µL de 0.1 % APS (v/v) (Persulfato de amonio) y 10 µL de Temed (N,N,N’,N’-
Tetrametiletildiamina). Tras verter la mezcla entre los dos cristales, se añadió 
suavemente agua hasta el borde del cristal pequeño. En el momento que el gel 
separador polimerizó, se eliminó el agua invirtiendo el gel.  
Gel concentrador (5 mL) 
Se mezclaron 1.25 mL de solución UGB2 (Upper Gel Buffer), 0.75 mL de 40 % 
Acrilamida:Bis 37.5:1 (Bio-Rad) y 3 mL de agua. Para permitir la polimerización se 
añadieron 30 µL de 0.1 % APS v/v y 10 µL de Temed. Esta mezcla se añadió lentamente 
entre los cristales que ya tenían el gel separador. Se colocó el peine y se dejó 
polimerizar. 
10.2. Preparación de las muestras 
Las muestras a analizar se mezclaron con tampón de carga para proteínas3, se 
desnaturalizaron durante 10 min a 100 °C, se centrifugaron 10 min a 13.000 rpm y se 
aplicaron en el gel SDS/PAGE. 
10.3. Electroforesis 
La electroforesis se realizó en tampón Tris-Glicina4 a un voltaje constante de 
180 V, en el sistema vertical Mini Protean® cell de Bio-Rad. Como patrón de peso 
molecular se utilizó una mezcla comercial de proteínas (Bio-Rad) compuesta por: 
miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116.25 kDa), fosforilasa b (97.4 kDa), seroalbúmina 
(66.2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa), inhibidor de tripsina 
(21.5 kDa), lisozima (14.4 kDa) y aprotinina (6.5 kDa). 
1 LGB: 1.5 M Tris-HCl pH 8.8; 0.4 % SDS (p/v). 
2 UGB: 0.5 M Tris-HCl pH 6.8; 0.4 % SDS (p/v). 
3 Tampón de carga para proteínas (1x): 50 mM Tris-HCl pH 6.8; 8 % glicerol (v/v); 1.6 % SDS (p/v); 
4 % β-mercaptoetanol; 0.01 % azul de bromofenol (p/v). 
4 Tampón Tris-Glicina: 25 mM Tris (Trizma base); 192 mM glicina; 0.1 % SDS (p/v) pH 8.3. 
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10.4. Tinción 
Los geles se tiñeron con Solución de Coomassie1. Para eliminar el exceso de 
tinción se lavaron con High Destain2 durante 30 min y con Low Destain3 durante 1 hora. 
11. Transformación genética 
11.1. Transformación de Escherichia coli 
11.1.1. Preparación de células competentes 
Una colonia fresca de E. coli (DH5α o XL1-Blue) se inoculó en 5 mL de PSI-b (ver 
apartado 2.1) y se incubó toda la noche con agitación a 37 °C. Todo el cultivo 
estacionario se transfirió a 100 mL de PSI-b en un matraz de 1 L (precalentado a 37 °C) y 
se continuó la incubación con agitación vigorosa hasta que la DO600 fue 0.45-0.5. A 
continuación el cultivo se enfrió en hielo y se centrifugó durante 5 min a 5.000 g y 4 °C. 
Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 mL de solución Tfb-14 
fría. Tras una incubación de 5 min en hielo se volvieron a centrifugar durante 5 min a 
5.000 g y 4 °C, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 4 mL de 
solución Tfb-25 fría. Por último, esta suspensión celular se incubó en hielo durante 
15 min, se distribuyó en alícuotas de 100 µL, se congeló rápidamente en N2 líquido y se 
conservó a -80 °C hasta su uso. 
11.1.2. Transformación de células competentes 
A 50 µL células competentes se añadieron 5 µL de ADN o de mezcla de ligación y 
se incubaron 30 min en hielo. Transcurrido ese tiempo, las células se sometieron a un 
choque térmico de 2 min a 42 °C e inmediatamente se volvieron a dejar en hielo durante 
5 min. Para permitir la expresión del gen que confiere resistencia al antibiótico 
1 Solución de Coomassie: 0.1 % Coomassie Blue (brilliant blue R-250) (p/v); 60 % metanol (v/v); 
10 % ácido acético (v/v). 
2 High Destain solution: 50 % metanol (v/v); 10 % ácido acético (v/v). 
3 Low Destain solution: 5 % metanol (v/v); 7 % ácido acético (v/v). 
4 Solución Tfb-1: 30 mM acetato potásico pH 6.9; 50 mM MnCl2; 100 mM KCl; 100 mM CaCl2; 15 % 
glicerol (v/v). Filtrar para esterilizar. 
5 Solución Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7; 75 mM CaCl2; 10 mM KCl; 15 % glicerol (v/v). Filtrar para 
esterilizar. 
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carbenicilina, las células transformadas se incubaron a temperatura ambiente durante 
15 min con 100 µL de LB. En el caso de plásmidos que confieren resistencia a otros 
antibióticos, las células se incubaron a 37 °C con agitación durante 1 hora en 1 mL de 
LB. Tras centrifugar, las células se resuspendieron en 150 µL de medio LB. Por último 
toda la mezcla de transformación se sembró en placas de medio selectivo que se 
incubaron a 37 °C. 
11.1.3. Protocolo de transformación “rápida” de E. coli 
Este protocolo se utilizó para la transformación de la estirpe de E. coli BL21 (DE3) 
CodonPlus ung-151. Se partió de un cultivo bacteriano crecido en medio LB líquido hasta 
estado estacionario. El cultivo se refrescó transfiriendo 50 µL del mismo a 5 mL de 
medio LB fresco, continuando la incubación con agitación a 37 °C hasta que la DO600 fue 
0.5-0.8. Una vez alcanzada la densidad adecuada, 1 mL del cultivo se centrifugó a 
4000 rpm durante 30 s a temperatura ambiente. Las bacterias se resuspendieron en 
500 µL de CaCl2 0.1 M, y se incubaron en hielo durante 5 min. De nuevo se centrifugaron 
a 4000 rpm durante 30 s y, tras retirar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron 
en 50 µL de CaCl2 0.1 M y se incubaron 5 min en hielo. La transformación se realizó 
añadiendo 1 µL de la solución que contenía el ADN (10 a 100 ng) e incubando en hielo 
durante 15 min. Transcurrido ese tiempo se realizó un choque térmico de 2 min a 42 °C 
e inmediatamente se volvieron a dejar en hielo durante 5 min. Posteriormente se añadió 
200 µL de medio LB y se incubó a 37 °C durante 5 min. A continuación se sembraron en 
placas de medio selectivo y se incubaron a 37 °C toda la noche. 
11.2. Transformación de Agrobacterium tumefaciens 
Se partió de un cultivo de Agrobacterium tumefaciens crecido durante 2 días a 
28 °C con agitación en LB líquido suplementado con rifampicina (50 µg/mL) y 
estreptomicina (50 µg/mL). El cultivo se refrescó transfiriendo 4 mL a 100 mL de LB 
fresco suplementado con los mismos antibióticos y se continuó la incubación a 28 °C 
hasta que la DO600 fue 0.5-1. Una vez alcanzada la densidad adecuada, las bacterias se 
incubaron durante 5 min en hielo, se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min a 4 °C y 
se resuspendieron en 2 mL de CaCl2 20 mM frío. La transformación se realizó añadiendo 
1-2 µg de ADN plasmídico a 200 µL de la suspensión bacteriana. A continuación la 
mezcla se congeló en nitrógeno líquido durante 15 s y se transfirió a 37 °C durante 
5 min. Transcurrido ese tiempo se añadió 1 mL de medio LB líquido y se incubó 2 horas 
a 28 °C con agitación. Por último, las células se centrifugaron a 2500 rpm durante 30 s, 
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se resuspendieron en 100 µL de LB, se sembraron en placas de medio selectivo y se 
incubaron a 28 °C durante 2 días. 
11.3. Transformación de Arabidopsis thaliana 
Las plantas de Arabidopsis thaliana se transformaron mediante la técnica de 
infiltración con Agrobacterium tumefaciens, siguiendo el protocolo descrito por Clough y 
Bent (Clough & Bent, 1998). Para ello se sembraron aproximadamente 80 semillas de 
Arabidopsis thaliana por maceta y las plantas se crecieron durante 4 semanas antes de 
proceder a la transformación. 
Una vez introducida la construcción de interés en Agrobacterium, una colonia se 
inoculó en 25 mL de LB con rifampicina (50 µg/mL), estreptomicina (50 µg/mL) y el 
antibiótico de selección del plásmido correspondiente. Este pre-cultivo se incubó a 28 °C 
con agitación durante dos días. Transcurrido este tiempo, todo el volumen se añadió a 
400 mL de medio LB con los mismos antibióticos, continuando la incubación a 28 °C 
con agitación durante 24 horas más. El cultivo se centrifugó a 4 °C y 4500 rpm, durante 
15 min y las células se resuspendieron cuidadosamente en 1 L de medio de infiltración1. 
El día anterior a la transformación se cortaron las silicuas de las plantas para 
evitar falsos transformantes. Por cada construcción se transformaron 2-3 macetas 
cuyas inflorescencias se sumergieron durante 5 min en el medio de infiltración que 
contenía las bacterias. Las macetas se cubrieron con bolsas, y se incubaron en 
oscuridad a temperatura ambiente durante 24-48 h. Tras este periodo, se retiraron las 
bolsas y las plantas se incubaron a 23 °C, en condiciones normales (16 h luz/ 8 h 
oscuridad), no regándose hasta pasado un día desde que se inició dicha incubación. 
Después de 2 semanas, las semillas se recogieron y se procedió a la selección de 
semillas transformantes esterilizándolas y sembrándolas en placas de medio MS y 
sacarosa 3 % con el antibiótico adecuado. Las plántulas supervivientes (heterocigotas 
para la/s inserción/es de ADN-T) se transplantaron a macetas con tierra, se cultivaron 
hasta su senescencia (ver apartado 3.2.1) y se recogieron las silicuas que produjeron. 
Esta descendencia F1 (segregante para la/s inserción/es de ADN-T) se sembró a su vez, 
se cultivó hasta su senescencia y se recogieron sus silicuas. Las semillas obtenidas, F2, 
se sembraron también en placas con medio MS y el antibiótico correspondiente. 
Aquellas plantas F1 cuyo 100 % de la F2 sobrevivió al medio selectivo fueron 
1 Medio de infiltración: 5 % sacarosa (p/v); 0.02 % Silwet-77 (v/v). 
165 
                                                             
Tesis Doctoral Ángel Ramiro Merina 
consideradas homocigotas para la/s inserción/es de ADN-T y sus semillas fueron 
utilizadas para los ensayos posteriores. 
12. Expresión y purificación de proteínas en E. coli 
12.1. Expresión y purificación de His-MBD4 
El ADNc de MBD4 se insertó en el vector de expresión pET28c (Novagen) 
mediante digestión con las enzimas de restricción apropiadas (ver apartado 2.1 de 
Resultados). La construcción resultante se denominó pET-MBD4. 
La estirpe de E. coli BL21 (DE3) CodonPlus ung-151 fue transfomada con la 
contrucción pET-MBD4, siguiendo el protocolo de transformación “rápida” de E. coli (ver 
apartado 11.1.3). En esta construcción el ADNc se sitúa bajo el control del promotor del 
fago T7, cuya ARN polimerasa permite la expresión selectiva e inducible de genes en 
E. coli (Studier et al, 1990). Se obtiene así una proteína recombinante, His-MBD4, con una 
“cola” de seis residuos de histidina añadidos en tándem a su extremo amino-terminal. 
Esto facilitó la posterior purificación mediante el empleo de cromatografía de afinidad 
altamente específica usando columnas que contienen Ni2+-Sefarosa de alta resolución. 
Las condiciones para la expresión de la proteína recombinante His-MBD4 fueron 
las siguientes: una colonia transformante fresca se inoculó en 10 ml de LB 
suplementado con tetraciclina (10 μg/mL), cloranfenicol (34 μg/ml) y kanamicina 
(30 μg/mL) y se incubó hasta alcanzar el estado estacionario. Alícuotas de 2 mL de este 
cultivo se reinocularon en matraces con 200 mL de LB suplementado con los 
antibióticos correspondientes y los aditivos Novagen® OnEx™ Solution 1, OnEx Solution 2, 
y OnEx Solution 3 (Merck) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se incubó a 
37 °C con agitación hasta que la DO600 alcanzó un valor de 0.1-0.2. El cultivo se transfirió 
entonces a un agitador a 15 °C y se prolongó la incubación hasta alcanzar una DO600 de 
aproximadamente 0.7, momento en el que se añadió IPTG a una concentración final de 
1 mM con el fin de inducir la expresión de la proteína. Transcurridas 16 horas en 
presencia de IPTG, las células se recogieron centrifugando a 10.000 g durante 30 min a 
4 °C y se congelaron a -80 °C. 
Los pellet bacterianos correspondientes a 600 mL de cultivo de expresión de 
His-MBD4 se descongelaron incubándolos en hielo y se resuspendieron en 10 ml de 
166 
Materiales y métodos 
solución de sonicación1 (sonication buffer, SB) suplementado con 5 mM de imidazol y un 
cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma). Las células se congelaron en nitrógeno 
líquido durante 1 min y se descongelaron a temperatura ambiente durante 30 min, tres 
veces, con objeto de realizar una lisis parcial. A continuación la lisis de las células se 
completó mediante ultrasonicación. Los restos celulares se eliminaron centrifugando a 
4 °C durante 30 min a 15.000 g.  
La purificación se llevó a cabo empleando el sistema de cromatografía ÄKTA 
Prime (Amersham Biosciences) y utilizando una columna HisTrapTM HP (GE Healthcare 
Biosciences). La columna se equilibró con 10 volúmenes de SB suplementado con 5 mM 
de imidazol. El lisado bacteriano se filtró usando membranas de un tamaño de poro de 
0.45 µm y se inyectó en la columna. A continuación, se lavó la columna de afinidad con 
10 volúmenes de SB suplementado con 5 mM imidazol, seguido de otro lavado con 
10 volúmenes de SB suplementado con 60 mM de imidazol. Las proteínas se eluyeron 
mediante un gradiente lineal de 40 mL de SB 60 mM de imidazol a SB 1 M de imidazol. 
Todo el proceso se realizó a un flujo constante de 1 mL/min a 4 °C. Las proteínas 
eluídas se recogieron en fracciones de 0.5 mL y una alícuota de cada fracción se analizó 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) (ver 
apartado 10). Aquellas que presentaban una única banda del tamaño correspondiente a 
la proteína recombinante fueron mezcladas y dializadas durante 1 hora frente solución 
de diálisis2 (SD) y durante toda la noche frente a SD suplementado con glicerol al 50 %. 
Esta preparación se alicuotó, y se congeló a -80 °C. La concentración de proteína se 
determinó mediante el método de Bradford utilizando seroalbúmina bovina (BSA) como 
estándar (Bradford, 1976). 
12.2. Expresión y purificación de MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4 
El ADNc de MBD4 y de su versión truncada Δ290MBD4 se insertaron en el vector 
de expresión pMAL-c2X (New England Biolabs) mediante digestión con las enzimas de 
restricción apropiadas (ver apartado 2.2 de Resultados). En ambos casos se creó una 
fusión con el gen malE de E. coli que codifica la proteína de unión a la maltosa (maltose 
binding protein, MBP). La fusión de MBP al extremo amino de las proteínas 
recombinantes posibilita su purificación mediante el empleo de cromatografía de alta 
1 Solución de sonicación: 20 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 20 % glicerol; 15 mM 
β-mercaptoetanol; 1 % Tween-20. 
2 Solución de diálisis (SD): 50 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 1 mM ditiotreitol (DTT). 
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afinidad usando columnas de amilosa. Las construcciones resultantes se denominaron 
pMAL-MBD4 y pMAL-Δ290MBD4, respectivamente. A las proteínas de fusión 
correspondientes se les denominó MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4. 
Para su expresión en bacterias la estirpe de E. coli BL21 (DE3) CodonPlus ung-151 
se transformó con estas construcciones siguiendo el protocolo de transformación 
“rápida” de E. coli (ver apartado 11.1.3). 
Las condiciones para la expresión de MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4 fueron las 
siguientes: una colonia transformante fresca se inoculó en 10 ml de LB suplementado 
con glucosa 2 g/L, carbenicilina (50 μg/mL) y cloranfenicol (34 μg/mL) y se incubó hasta 
alcanzar el estado estacionario. Una alícuota de 2 mL de este cultivo se reinoculó en 
200 mL de LB suplementado con glucosa y los antibióticos correspondientes y se 
incubó a 37 °C con agitación hasta que la DO600 alcanzó un valor de 0.1. El cultivo se 
transfirió a un agitador a 15 °C y se continuó su incubación hasta alcanzar una DO600 de 
0.5, momento en el que se añadió IPTG a una concentración final de 0.3 mM con el fin 
de inducir la expresión de la proteína. Transcurridas 16 horas de tiempo de inducción en 
presencia de IPTG, las células se recogieron centrifugando a 10.000 g durante 30 min a 
4 °C y se congelaron a -80 °C. 
A un pellet bacteriano correspondiente a 200 mL de cultivo de expresión se 
añadieron 10 mL de solución de columna MBP1 (column buffer, CB), suplementada con 
200 µL de lisozima (50 mg/mL), 10 µL de cóctel inhibidor de proteasas (Sigma) y 50 µL 
de ADNasa (1 mg/mL) (DNase I recombinant, Roche), y se incubó en hielo de 15 a 30 min. 
Una vez el pellet se descongeló completamente se resuspendió en la solución. Las 
células se lisaron mediante ultrasonicación y los restos celulares se eliminaron 
mediante centrifugación durante 30 min a 15.000 g y 4 °C. El sobrenadante obtenido se 
filtró usando membranas de un tamaño de poro de 0.45 µm, y se inyectó en una 
columna MBPTrapTM HP (GE Healthcare Biosciences) de 1 mL preequilibrada con CB a un 
flujo constante de 0.5 mL/min. A continuación, la columna se lavó con 10 volúmenes de 
CB y la proteína se eluyó con CB suplementado con maltosa 10 mM a un flujo constante 
de 1 mL/min. 
Las proteínas eluidas se recogieron en fracciones de 0.5 mL y una alícuota de 
cada fracción se analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 
desnaturalizante (SDS-PAGE). Aquellas fracciones que presentaban una única banda 
correspondiente a la proteína de fusión fueron mezcladas y dializadas durante 1 h en CB 
1 Solución de columna MBP: 20 mM Tris-HCl pH 7.4; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT. 
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y durante toda la noche frente CB suplementado con glicerol al 50 %. Esta preparación 
se alicuotó y se congeló a -80 °C. La concentración de proteína se determinó mediante el 
método de Bradford utilizando seroalbúmina bovina (BSA) como estándar (Bradford, 
1976). 
13. Mutagénesis dirigida 
Esta técnica se utilizó para introducir una mutación puntual en el residuo de ácido 
aspártico conservado en el sitio activo de la proteína MBD4 de Arabidopsis thaliana, 
sustituyéndolo por un residuo de alanina (D429→A429). Para ello se empleó como 
molde la construcción pMAL-Δ290MBD4, los cebadores que se indican en la Tabla 8 y el 
kit de mutagénesis dirigida Quikchange XL de Stratagene, y se siguieron las instrucciones 
del fabricante. La extensión de ambos cebadores por la acción de la ADN polimerasa 
PfuUltra generó moléculas de ADN hemimetilado cuya cadena parental (que contiene la 
secuencia silvestre) fue digerida con la endonucleasa DpnI. El ADN resultante se utilizó 
para transformar la estirpe XL1-Blue y la secuencia del plásmido mutante se confirmó 
mediante secuenciación. La construcción resultante del proceso de mutagénesis 
dirigida se empleó para transformar la estirpe BL21 (DE3) CodonPlus ung-151. La 
proteína mutante codificada, MBP-D429A-Δ290MBD4, se expresó y purificó siguiendo 
los mismos protocolos empleados para la proteína MBP-Δ290MBD4 (ver apartado 
anterior). 
14. Detección de proteínas mediante Western blot 
Esta técnica se utilizó para la detección de las proteínas purificadas His-MBD4, 
MBP-MBD4 y MBP-Δ290MBD4 (ver apartado 12), así como la proteína MBD4 en 
extractos celulares (ver apartado 16), con anticuerpos específicos. La electroforesis de 
las muestras se realizó siguiendo el protocolo descrito con anterioridad (ver apartado 
10). 
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14.1. Transferencia 
Una vez separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida las proteínas se 
electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Roche) en tampón de transferencia1 a un 
voltaje constante de 30 V durante toda la noche a 4 °C, utilizando el sistema vertical Mini 
Trans-Blot® cell de Bio-Rad. 
14.2. Bloqueo 
Para reducir la unión inespecífica de los anticuerpos a la membrana, ésta se 
incubó en solución de bloqueo (BS)2 durante una hora a temperatura ambiente. 
14.3. Detección 
La detección de las proteínas se llevó a cabo por la adición de anticuerpos 
específicos. Para la detección de His-MBD4-His se utilizó un anticuerpo monoclonal 
frente a cola de histidinas (His-Tag Monoclonal Antibody, Novagen) a una dilución 1:1000 
en BS. Para el caso de proteínas de fusión con Maltose Binding Protein (MBP) se usó un 
anticuerpo monoclonal dirigido frente a MBP (Monoclonal Anti-Maltose Binding Protein, 
Sigma) a una dilución 1:5.000 en BS. La incubación con el anticuerpo primario se realizó 
en agitación durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Para la detección de MBD4 en extractos celulares de plantas, se usó un 
anticuerpo anti-MBD4 a una dilución 1:1.000 en BS. Este anticuerpo fue generado por 
inyección de conejos con la proteína de fusión MBP-Δ290MBD4 (aminoácidos 291-445) 
y posterior purificación por cromatografía de afinidad. La incubación se realizó en 
agitación a 4 °C durante toda la noche. 
Tras lavar las membranas dos veces durante 20 minutos con solución de lavado 
TBS-T3, se añadió el anticuerpo secundario. Para el anticuerpo monoclonal comerciallos 
anticuerpos monoclonales comerciales anti-His y anti-MBP se usó como secundario un 
anticuerpo conjugado con peroxidasa (Anti-mouse horseradish peroxidase-linked antibody, 
Amersham), diluídoque se diluyó a 1:5.000 y 1:25.000 respectivamente. Para el 
1 Tampón de transferencia: 48 mM Tris (Trizma base); 39 mM glicina; 20 % metanol; 0.04 % SDS 
(p/v) pH 9.2. 
2 Solución de bloqueo (BS): 3 % p/v de BSA en solución de lavado (TBS-T). 
3 Solución de lavado (TBS-T): 10 mM tris pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.05 % de Tween-20. 
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anticuerpo policlonal anti-MBD4, se usó como secundario un anticuerpo anti-IgG de 
conejo conjugado con peroxidasa producido en cabra (Anti-rabbit IgG secondary Antibody, 
Sigma). La dilución usada fue de 1:5.000 en BS. En todos los casos la incubación se 
llevó a cabo en agitación 1 hora a temperatura ambiente, seguidos de dos lavados de 20 
minutos con TBS-T. Para la detección se usó como sustrato de la peroxidasa los 
agentes de detección ECL (Amersham). Se añadió 750 µL de la solución A y 750 µL de la 
solución B a la membrana y se incubó durante 2 minutos. A continuación se reveló 
usando una cámara CCD (Fujifilm Intelligent Dark Box LAS 3000). 
15. Análisis de huella peptídica y espectrometría de masas 
en tándem (MS/MS) 
Esta técnica se utilizó para identificar las proteínas presentes en las fracciones 
eluidas de la columna cromatográfica, durante la purificación de His-MBD4. Éste análisis 
se llevó a cabo por la Unidad de Proteómica del Servicio Central de Apoyo a la 
Investigación (SCAI) de la Universidad de Córdoba (http://www.uco.es/servicios/ 
scai/proteomica.html), utilizando un espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF (4800 
Proteomics Analyzer, AB Sciex). 
16. Preparación de extractos celulares de plantas 
Los extractos celulares de plantas se prepararon a partir de plántulas de 
Arabidopsis thaliana crecidas durante 15 días en placas de Petri (ver apartado 3.2.2). Se 
trituraron 500 mg del tejido vegetal en un mortero con nitrógeno líquido. El polvo 
obtenido se resuspendió en 1 mL de solución de extracción1 que contenía un cóctel de 
inhibidores de proteasas específicos de plantas (Calbiochem) y se incubó en hielo 
durante 30 min. Para eliminar la parte insoluble del extracto, éste se centrifugó a 13.500 
rpm durante 1 hora a 4 °C. La fracción soluble se filtró usando un filtro Monodur (poro de 
Ø 20 µm) y se dializó frente a solución de diálisis de extractos2 durante toda la noche. La 
concentración de proteína total se determinó mediante el método de Bradford utilizando 
seroalbúmina bovina (BSA) como estándar (Bradford, 1976). 
1 Solución de extracción: 25 mM HEPES-KOH pH 7.8; 100 mM KCl; 5 mM MgCl2; 250 mM sacarosa; 
10 % glicerol (v/v); 1 mM DTT. 
2 Solución de diálisis de extractos: 25 mM HEPES-KOH pH 7.8; 100 mM KCl; 17 % glicerol (v/v); 
2 mM DTT. 
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17. Análisis de actividad ADN glicosilasa 
17.1. Preparación de sustratos 
Los oligonucleótidos usados como sustratos en reacciones enzimáticas (ver 
Tabla 9) fueron purificados mediante PAGE (Polyacrilamide Gel Electroforesis) y 
adquiridos en Operon. Estos oligonucleótidos se encuentran marcados con fluoresceína 
en el extremo 5’. Para la obtención de sustratos de doble cadena, 5 pmol/μL del 
oligonucleótido marcado se mezcló en 10 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM NaCl con 
10 pmol/μL del oligonucleótido complementario correspondiente en un volumen final de 
5 μL. La mezcla se calentó a 95 °C durante 5 min y se dejó enfriar lentamente hasta que 
alcanzó la temperatura ambiente. 
17.2. Análisis de la actividad glicosilasa de proteínas recombinantes 
Para determinar la actividad ADN glicosilasa de la proteína MBD4, el dominio 
catalítico Δ290MBD4 y la versión mutante D429A-Δ290MBD4 se emplearon ensayos de 
incisión de oligonucleótidos.  
Cada mezcla de reacción contenía 50 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 
0.1 mg/mL BSA, 40 nM de sustrato de doble cadena (ver apartado anterior) y la cantidad 
de proteína purificada indicada en cada caso, en un volumen final de 50 µL. La mezcla 
se incubó a 30 °C y la reacción se detuvo a los tiempos indicados en cada caso 
añadiendo 20 mM EDTA 0.6 % SDS (p/v) y 0.5 mg/mL proteinasa K e incubando a 37 °C 
durante 30 min. A continuación se añadió NaOH 100 mM, la mezcla se incubó a 95 °C 
durante 10 min, y se neutralizó añadiendo 30 mM Tris-HCl pH 8. Seguidamente se 
añadió un volumen de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) (Sigma) y tras centrifugar, la 
fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo al que se añadieron 7.2 µL de NaCl 5 M, 1 µL 
de glicógeno 2 mg/ml y 390 µL de etanol absoluto a 4 °C. El ADN se precipitó a -20 °C 
durante al menos 30 min, se centrifugó a 14.000 rpm durante 15 min y se lavó con 
200 µL de etanol al 70 %. Las muestras se resuspendieron en 10 µL de tampón de carga 
desnaturalizante (ver apartado 9.2), se calentaron a 95 °C durante 5 min y se cargaron en 
un gel de poliacrilamida al 12 %, 7 M de urea, tal y como se indica en el apartado 9.2. El 
ADN marcado con fluoresceína se visualizó empleando el láser azul del sistema de 
imagen FLA-5100 y se analizó con el programa Multigauge 3.0 de Fujifilm. 
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17.3. Análisis de la actividad glicosilasa de extractos celulares 
Para determinar la actividad ADN glicosilasa de extractos celulares de A. thaliana 
se emplearon ensayos de incisión similares a los descritos en el apartado anterior, con 
algunas modificaciones. El sustrato de ADN bicatenario (40 nM) (ver apartado 17.1) se 
incubó a 30 °C con 30 μg de extracto celular (ver apartado 16), en una mezcla de 
reacción que contenía 45 mM Hepes-KOH pH 7.8, 70 mM KCl, 1 mM DTT, 400 nM EDTA 
pH 8, 3.6 mg/mL BSA y 0.2 % glicerol (v/v) en un volumen final de 50 μL. Cuando el 
sustrato contenía un sitio U:G y en las reacciones que correspondía se añadió 2 U de 
inhibidor Ugi (New England Biolabs), específico de ADN uracil glicosilasas. Cuando el 
sustrato contenía un sitio AP se añadió a la mezcla de reacciónademás MgCl2 a una 
concentración final de 5 mM. La reacción se detuvo a diferentes tiempos (3 y 24 h) y las 
muestras se procesaron tal y como se describe en el apartado anterior. 
17.4. Análisis cinético de la actividad glicosilasa 
Para el análisis cinético de la actividad glicosilasa de MBD4, se realizaron ensayos 
de incisión como los descritos en el apartado 17.2, pero las reacciones se detuvieron 
tras 0, 30 min, 1, 2, 4, 7, 10 y 24 h. Tras el procesado de las muestras, electroforesis y 
cuantificación de la cantidad de sustrato procesado mediante el escaneo de la señal de 
fluorescencia, los datos se ajustaron a la siguiente ecuación: 
 
Para ello se realizó un análisis de regresión no lineal con el programa SigmaPlot 
10.0 (Systat Software). Para cada combinación de enzima y sustrato se determinaron 
los parámetros Pmáx (máxima cantidad de sustrato procesado en un periodo ilimitado de 
tiempo), T50 (tiempo requerido para alcanzar un 50 % del nivel de producto Pmáx) y la 
eficiencia relativa de procesamiento (Erel = Pmáx / T50) (Hardeland et al, 2000). 
18. Fosforilación in vitro de proteínas 
Para comprobar el posible efecto de la fosforilación de MBD4 sobre su actividad 
glicosilasa, se utilizó la proteína quinasa C (PKC beta II, Millipore) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se incubaron 5 µg de MBP-MBD4 en tampón de reacción1, 
1 Tampón de reacción: 20 mM Hepes-NaOH pH 7.4; 0.03 % Triton X-100. 
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con 2.5 µL de activador lipídico de PKC (PKC Lipid Activator, Millipore), 0.1 mM CaCl2, 
22 ng de PKC beta II, 10 mM MgCl2 y 100 µM de ATP en un volumen final de 25 µL a 
30 °C durante 2 h. Una reacción control se preparó incubando 5 µg de MBP-MBD4 con 
los mismos componentes, a excepción del ATP. 
Tras la incubación se emplearon alícuotas de 4 µL del volumen de reacción de 
fosforilación en ensayos convencionales de incisión de oligonucleótidos (ver apartado 
17.2), con los sustratos y tiempos de reacción indicados. 
Paralelamente alícuotas idénticas se utilizaron para comprobar la fosforilación de 
residuos de MBD4 mediante la técnica de Western blot, empleando un anticuerpo 
específico anti-fosfoserina. A 4 µL del volumen de reacción de fosforilación se añadieron 
0.8 µL de ácido ortofosfórico (3%) y se incubó durante 5 minutos a 25 °C para detener la 
reacción de fosforilación. A continuación se añadieron 4.8 µL de 2x tampón de carga para 
proteínas (ver apartado 10.2), las proteínas se separaron mediante electroforesis SDS-
PAGE y se siguió el protocolo de Western blot anteriormente explicado (ver apartado 14). 
En este caso se empleó como anticuerpo primario PhosphoSerine Antibody Q5 (QIAGEN) 
diluido 1:200 en BS, y como secundario un anticuerpo conjugado con peroxidasa (anti-
mouse horseradish peroxidase-linked, Amersham), que se diluyó a 1:5.000 en BS. 
19. Análisis de la interacción ADN-proteína mediante ensayos 
de retardo en gel 
Para el estudio de la interacción de MBD4 con el producto de su actividad 
glicosilasa, se realizaron ensayos de cambio de movilidad electroforética (electrophoretic 
mobility shift assay, EMSA). Se utilizaron como sustratos oligonucleótidos de doble 
cadena marcados con fluoresceína que contenían un sitio AP enfrentado a una G en la 
cadena complementaria (AP:G). Como control se utilizó un oligo idéntico al anterior que 
contenía un par C:G en la misma posición (ver Tabla 9). Se añadió 100 nM del sustrato 
correspondiente y las cantidades de MBP-MBD4, MBP-Δ290MBD4 o D429A-Δ290MBD4 
indicadas en cada caso en un volumen final de 10 μL de una mezcla de reacción que 
contenía 10 nM Tris- HCl pH 8, 1 mM DTT, 10 μg/ml BSA y 1 mM EDTA. Tras 30 minutos 
de incubación a 30 °C, las muestras se cargaron en un gel de acrilamida al 8 % en 
0.5x TBE. La electroforesis se llevó a cabo a 80 V durante 60 min a temperatura 
ambiente. El ADN marcado se visualizó empleando el sistema de imagen FLA-5100 y se 
analizó con el programa Multigauge de Fujifilm. 
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20. Cruzamientos genéticos en Arabidopsis 
Para el estudio fenotípico de las plantas mutantes mbd4-/- se efectuaron diversos 
cruzamientos y retrocruzamientos con el objetivo de cambiar el fondo genético, eliminar 
mutaciones no deseadas o combinar la mutación por inserción en MBD4 con otras 
mutaciones de interés. 
 
Figura 67. Cruce dirigido de Arabidopsis. Esquema ilustrativo del procedimiento para realizar 
cruzamientos genéticos mediante polinización cruzada en Arabidopsis. Modificado a partir de 
Baldwin, 2013b.  
Para la realización de cruzamientos se siguió el protocolo ilustrado (Figura 67). En 
primer lugar se tomó una inflorescencia de la planta a utilizar como parental femenino, y 
se eliminaron las silicuas, las flores maduras y aquellas en las que los pétalos 
empezaran a ser visibles, mediante un fórceps (Dumont® Forceps Dumostar No. 3, 
Stoelting) y con ayuda de unos binoculares 20x. A continuación se eliminaron las yemas 
florales, dejando únicamente las 3-5 yemas de mayor tamaño. A estas yemas se les 
extirparon los sépalos, pétalos y las anteras inmaduras, dejando intacto el ovario. La 
yema era descartada en caso de encontrar anteras maduras. Las inflorescencias con 
flores emasculadas se marcaron con cinta aislante de color y las plantas se trasladaron 
a la cámara de crecimiento. Tras 48 h, aquellos ovarios que permanecieron viables tras 
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la emasculación se fecundaron frotando su estigma con las anteras de flores maduras 
de la planta a utilizar como parental masculino. Después de 15 a 25 días en la cámara 
de crecimiento se recogieron las silicuas con las semillas híbridas, antes de que éstas 
maduraran por completo y se abrieran. Las silicuas se guardaron en sobre de papel y se 
mantuvieron a temperatura ambiente durante unos días hasta su completa maduración. 
21. Estudio de la sensibilidad a agentes mutagénicos en 
plantas 
Para cada ensayo se sembraron 24 semillas de cada genotipo (WT, mbd4, ung y 
mbd4 ung) en placas de Petri con medio MS + sacarosa o medio MS + sacarosa 
adicionado con metil metano sulfonato (MMS, Sigma) 100 ppm o 5-fluorouracilo (5-FU, 
Sigma) 300 µM. La germinación de las semillas se sincronizó incubando las placas a 
4 °C durante 48 h. Tras este tiempo, se colocaron en cámaras de crecimiento con tubos 
fluorescentes (36 W, 16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) a una temperatura de 
23±1 °C y se dejaron crecer durante 15 días. Se obtuvo una imagen de las placas 
mediante un escáner y se analizaron los resultados. 
Para los ensayos de medición de la longitud de las raíces se sembraron de 15 a 
20 semillas de cada genotipo (WT, mbd4, ung, mbd4 ung y mbd4 MBD4*) en placas de 
Petri cuadradas (12x12 cm) con medio MS + sacarosa que contenían cantidades 
crecientes de MMS (0, 33.3, 66.6, 100 y 133.3 ppm) o 5-FU (0, 100, 200, 300 y 400 µM). 
La germinación de las semillas se sincronizó según lo descrito anteriormente. Tras este 
tiempo, se colocaron en posición vertical en cámaras de crecimiento en las condiciones 
descritas y se dejaron crecer durante 15 días. Cada 3 días se marcó en las placas la 
longitud de las raíces. Finalmente se obtuvo una imagen de las placas mediante un 
escáner y se analizaron los resultados. 
Una metodología similar se siguió con las plantas CYC-B1;1:GUS y CYC-B1;1:GUS 
mbd4. Para cada ensayo se sembraron 15-20 semillas de cada genotipo en placas de 
Petri con la dosis de MMS o 5-FU indicada en cada caso. Tras 6 días de crecimiento se 
analizó el patrón de mitosis en los meristemos radicales (ver apartado 22.2). 
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22. Ensayo histoquímico de actividad beta-glucuronidasa 
(GUS) 
22.1. Detección de actividad GUS en plantas MBD4:GUS 
La detección de actividad GUS en diferentes tejidos y etapas del desarrollo de las 
plantas transgénicas se realizó mediante tinción histoquímica con solución de ensayo 
GUS1. Las muestras de tejido indicadas en cada caso se sumergieron en dicha solución 
y se centrifugaron en vacío (SAVANT DNA 120 SpeedVac Concentrator, Thermo Scientific) 
durante 10 min, dos veces. A continuación se incubaron a 37 °C durante al menos 12 h. 
Tras retirar la solución de ensayo, se lavaron 2 veces durante 2 h con EtOH 70 % y varias 
veces con EtOH 95 % durante 30 min. Las muestras se conservaron a temperatura 
ambiente en EtOH 95 %. Previamente a su visualización las muestras fueron 
rehidratadas en EtOH 70 %, y se fotografiaron en un estereomicroscopio Zeiss Lumar 
V12 mediante el programa AxioVision Rel. 4.8.2 (Zeiss). 
22.2. Detección de actividad GUS en plantas CYC-B1;1:GUS 
La detección de actividad GUS en los meristemos radicales y otros tejidos de 
plantas transgénicas CYC-B1;1:GUS se realizó de forma similar a la descrita en el 
apartado anterior, pero con algunas modificaciones. Plántulas de 6 días de edad 
crecidas en condiciones normales o en presencia de la dosis de MMS o 5-FU indicada en 
cada caso se sumergieron en solución de ensayo GUS suplementada con 1 mM EDTA y 
3 mM ferro- y ferricianuro potásico. La adición de estas sales ayuda a prevenir la 
difusión del producto de reacción (Vitha et al, 1995). La incubación a 37 °C en solución 
de tinción se realizó durante 24-48 h. Para una mayor precisión en el análisis de los 
patrones de mitosis, las muestras fueron observadas y fotografiadas en un microscopio 
Leica DMR con el objetivo 20x y el programa IM500 1.20 (Leica). 
1 Solución de ensayo GUS: 1 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido (X-gluc) disuelto 
en dimetilformamida; 100 mM NaPO4 pH 7; 0.1 % Triton X-100; 0.05 % NaN3. 
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